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RESUMO

Diversidade da comunidade bacteriana endofiticas deementes de soja e o seu potencial
biotecnoldgico

Tecidos vegetais, incluindo as sementes, sdo kakitpor microrganismos denominados
endofiticos, cuja interacdo com a planta pode conéaracteristicas vantajosas ao hospedeiro.
Sabe-se que o crescimento de plantas é influengaddatores como a sintese de acido-indol-
acético (AlA), solubilizacdo de fosfato, fixacdo ddtrogénio e controle de fungos
fitopatogénicos. Antes da comercializacdo, as qidedi de armazenamento de sementes de soja
podem restringir o desenvolvimento de microrgansmevido a baixa temperatura e umidade.
Esse fato leva ao interesse de exploracdo de marmmos endofiticos resistentes a essas
condicOes. O estudo e a caracterizagcédo dessas wades sdo de grande interesse agronémico e
biotecnoldgico, sendo possivel sua aplicacdo eness, introduzindo no campo plantas com
superior potencial de producdo. Com o0s objetivoscdmparar a comunidade bacteriana
endofitica de sementes de soja geneticamente mwadis e convencionais; e de isolar e
caracterizar essas comunidades, sementes de hamdtde soja foram amostradas, de onde
3504 isolados bacterianos foram obtidos. Os isaladdoam agrupados morfologicamente de
acordo com a coloracéo e taxa de crescimento dasia®s, sendo representantes de cada grupo
morfologico (no total 176 isolados) agrupados pétamica de ARDRA (Andlise de Restricdo de
DNA Ribossomal Amplificado). Um total de 12 ribaigfoi observado compondo a comunidade
cultivada de bactérias endofiticas de sementejde Representantes destes ribotipos tiveram
seus genes 16S rDNA parcialmente sequenciadodificeemdo os integrantes desta comunidade
como:Acinetobacter sp.,Bacillus sp., Brevibacterium sp.,Chryseobacterium sp.,Citrobacter sp.,
Curtobacterium sp., Enterobacter sp., Methylobacterium sp., Microbacterium sp.,
Micromonospora sp., Pantoea sp., Paenibacillus sp., Pseudomonas sp., Ochrobactrum sp.,
Sreptomyces sp. eTsukamurella sp. A comunidade bacteriana endofitica de semeatdesoja
provenientes de plantas genticamente modificad&seaptou uma diversidade maior comparada a
comunidade bacteriana de plantas convencionaisrelagdo ao potencial biotecnoldgico desta
comunidade, os resultados demonstraram que osdosolforam capazes de controlar o
crescimento de fungos fitopatogénicos por antagumid 8%), sintetizar AlA (100%), solubilizar
fosfato (39%) e fixar nitrogénio (18%). Os isoladmsn os melhores resultados nas analises
vitro foram inoculados em sementes de soja e avaliadassa de vegetacdo quanto a habilidade
de promover o crescimento das plantas. As plapi@Esantaram diferentes respostas a inoculacéo
das bactérias. A maior parte dos tratamentos mostfluéncia negativa das bactéria nas plantas,
enquanto que um isolado &eterobacter sp. aumentou a massa da matéria seca de raiz.dMlesm
ndo diferindo estatisticamente, alguns isoladostraui@sn tendéncia de aumento e outros de
diminuicdo de biomassa da planta.

Palavras-chave:AlA; Solubilizacdo de fosfato; Fixacédo de nitrogémMA\RDRA; 16S rDNA



14



15

ABSTRACT

Endophytic bacterial community diversity of soybeanseeds and its biotechnological
potential

Plant tissues, including seeds, are inhabited bgraurganisms called endophytes, whose
interaction with the plant can offer advantagesttte host. It is known that plants growth
promotion is induced by indole acetic acid (IAAn#yesis, phosphate solubilization and nitrogen
fixation, among others. The control of phytopathigefungi is also related to a good plant
development. Before commercialization, the seethg®conditions can restrict the development
of microorganism, due to the low temperature anchidity. This fact leads to the interest of
exploring resistant microorganisms to those cood#i The study and the characterization of
these communities are of great agronomic and Wiatdogical interest, being possible its
application onto seeds, introducing in the fieldrié with a greater production potential. In this
context, the aim of this study was to isolate asehtify the endophytic bacteria community in
soybean seeds and study the capacity of thesetesala promote growth in the host plant,
including: phosphate solubilization, nitrogen ficat, IAA synthesize and antagonism against
phytopathogenic fungi. From seeds of 12 cultivdB)4 bacteria were isolated. The isolates were
morphologically grouped according to the colorati@amd growth rate of the colony.
Representatives of each morph group, totalizing, Wére analyzed using the Amplified
Ribosomal Restriction Analysis (ARDRA) technique. tétal of 12 ARDRA ribotypes were
observed in the cultivable endophytic communitysofybean seeds. Representatives of each
ribotype had their 16S rDNA gene partially sequencalowing to the identification of the
members of this community asAcinetobacter sp., Bacillus sp., Brevibacterium sp.,
Chryseobacterium sp., Citrobacter sp., Curtobacterium sp., Enterobacter sp., Methylobacterium
sp.,Microbacterium sp., Micromonospora sp., Pantoea sp.,Paenibacillus sp.,Pseudomonas sp.,
Ochrobactrum sp., Sreptomyces sp. andl'sukamurella sp. The endophytic bacterial community of
soybean seeds from genetically modified plants sldow greater diversity compared to the
bacterial community of conventional seeds. In retato the biotechnological potential of the
community, the outcomes demonstrate that the edlatre able to antagonist phytopathogenic
fungi (18%), synthesize 1AA (100%), solubilize ppbate (39%) and fix nitrogen (18%). The
isolates with besin vitro outcomes were inoculated onto seeds and testgee@mnhouse for their
ability to promote growth in soybean. The plantsveered differently to the inoculation of each
bacterial isolate. The major part of the treatmel@sonstrated a negative influence of bacteria
onto plants, while on&nterobacter sp. isolate increased the dry mass weight of rd&ten not
differing statistically, some isolates showed altrty to increase, meanwhile others to decrease
the biomass of the plant.

Keywords: IAA, Phosphate solubilization, Nitrogen fixatiohRDRA, 16S rDNA
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1 INTRODUCAO

A cultura da sojaGlycine max (L.) Merrill) tem posicao de destaque na agriaaltonundial,
com um rendimento anual de aproximadamente U$ 2i6es(ESTADOS UNIDOS, 2008). Os
Estados Unidos possuem a maior producdo mundsdjdeseguido pelo Brasil, com 38% da safra
mundial (COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO - CONA, 2008). O chamado
complexo soja € responsavel por aproximadamente 4@% exportacdes do agronegdcio
brasileiro, sendo que em 2007 o pais exportou wvagate a US$ 11,3 bilhdes (BRASIL, 2008;
ASSOCIACAO BRASILEIRA DAS INDUSTRIAS DE OLEOS VEGHNIS - ABIOVE, 2008).
Além da alimentagdo humana, o grao de soja € erpoegm diversos setores, como na producao
de ragédo, 6leo, resinas, cosméticos, tintas edsetiPorém, existem limitacdes na cultura, como
0 alto custo de insumos e a grande quantidadertiizémte requeriddDOBEREINER, 1997).
Sendo assim, as pesquisas com fontes alternatevascdrporacdo de nutrientes tém ganhado
investimentos, assim como pesquisas envolvendo doleigias alternativas de controle de
patdgenos, principalmente com enfoque no uso deorgeEnismos que ocorrem naturalmente em
associacdo com o0s vegetais, 0s endofitos. Estesonganismos interagem e podem conferir
vantagens ao hospedeiro, colaborando com o cofiaiEgico e com o crescimento da planta por
meio da producéo de fitohormonios e outros comgostpodem estar presentes nos mais variados
tecidos e 6rgdos de plantas, inclusive nas sem@REXOTO NETO; AZEVEDO; ARAUJO,
2002).

Durante o processo de producdo de sementes, gas$a por uma secagem para ser
armazenada em condi¢bes ideais de temperatura éadeireduzindo o desenvolvimento de
patdgenos (SOAVE; MORAES, 1987). Porém, essas coadi podem restringir também o
desenvolvimento de microrganismos endofiticos.dPoot € de grande interesse a exploracdo de
bactérias endofiticas resistentes a essas congdigéando a sua posterior aplicacdo em sementes
para a introducdo no campo, visando plantas coranpti superior de producdo. Para tanto,
foram realizadas analises de controle ou inibigéudgos fitopatogénicos, sintese de acido-indol-
acético (AlA), solubilizacéo de fosfato e fixacdolbgica de nitrogénio com as bactérias isoladas
de sementes de soja. Além disso, foi analisadapacade de promocédo de crescimento de
plantas de soja em casa de vegetacdo por meimdalagado das bactérias em sementes. Isolados

com essas caracteristicas sao potenciais candidataglicacdo a agricultura como alternativa ao
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uso de alguns outros insumos agricolas, além @ba@r com a manutencdo da sustentabilidade,
diminuindo o uso de agroquimicos. Assim, este thab#&eve como principal objetivo isolar e

identificar a comunidade bacteriana endofiticaataentes de soja, bem como estudar o potencial
biotecnolégico desses isolados bacterianos, aléooagarar a comunidade bacteriana endofitica

destas sementes provenientes de plantas genetieamedificadas e convencionais.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 Reviséo bibliografica

2.1.1 A cultura da soja

A planta de soja € uma dicotiledénea herbacearmmme a familia Fabaceae, subfamilia
Papilionoideae e ao género Glycine L., que compledd espécies. Tais plantas podem atingir até
1,5m de altura, séo de crescimento ereto e cer@dmlo anual da soja inicia-se com as chuvas, e
se desenvolve pelo periodo de 80 a 200 dias, depdadia cultivar. Apresenta basicamente dois
estadios de desenvolvimento, o vegetativo (estabed®to e desenvolvimento) e reprodutivo
(florescimento e maturacdo) (NEUMAIER et al., 2000% frutos sdo vagens achatadas e curtas
que compreendem de duas a cinco sementes elipticashatadas e de coloracdo variavel. O
sistema radicular € composto por uma raiz pivotaot@ ramificacbes e nodulos de bactérias
fixadoras de nitrogénio atmosférico (MULLER, 1981).

O centro de origem da soja é a China, onde esg&iesp cultivada ha mais de cinco mil
anos, desempenhando grande papel na estabilidadiesdovolvimento e nutricdo do povo chinés
(EMBRAPA, 2003; CAMARA, 1998). O primeiro relato daltura da soja na América data de
1804, sendo utilizada como forrageira e produtagagthos e seu cultivo e utilizacdo foram
expandidos até 1930, quando apresentou producdse quze totalmente voltada para gréos
(BONETTI, 1977). A soja foi introduzida no Brasilme 1882 (D'UTRA, 1882, Apud
MIYASAKA; MEDINA, 1981) e, somente dez anos dep&os cultivada pela primeira vez pelo
Instituto Agronémico de Campinas (IAC), estado @® faulo, que deu inicio as pesquisas com
essa cultura no pais. A cultura teve sucesso naleypais, intensificando as pesquisas e as
exportacdes a partir de 1949 (MYASAKA; MEDINA, 198ONETTI, 1977). Nas décadas de 70
e 80, a cultura foi expandida para as regifes dasiBCentral, gracas ao desenvolvimento de
cultivares adaptados a regido (CAMARA, 1998; BONETR77). A soja produzida atualmente é
resultado de constantes programas de melhoramené&icp que visam plantas mais produtivas e
resistentes a patdgenos e pragas, o que viabdizaldtivo em quase todos os estados brasileiros.
A cultura é responsavel pelo rendimento de U$ 2itidds/ano, sendo seu maior produtor os

Estados Unidos, com uma producéo de 86,77 milhée®rmkladas na safra 2006/2007, seguido
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pelo Brasil que, na mesma safra, produziu 58,4Geslhde toneladas (CONAB, 2008; ESTADOS
UNIDOS, 2008) em 20,687 milhdes de hectares plastaéquivalendo a 38% da producao
mundial. O principal estado brasileiro produtorsdg é o Mato Grosso, seguido do Parana. A soja
brasileira € destinada a producao de gréos, faskdo,e sementes, formando o chamado complexo
soja, responsavel por aproximadamente 40% dastegpes do agronegdcio brasileiro (BRASIL,
2008; ABIOVE, 2008). Embora existam fatores negetj\hd boas perspectivas de avan¢os na
producdo de soja no Brasil, principalmente devidabendancia de terras aptas ao cultivo e a
demanda da producéo de biodiesel (EMBRAPA, 2008).

A soja Roundup Ready (RR) foi desenvolvida pelaresgpMonsanto na década de 80 do
século XX (MONSANTO, 2008). A tecnologia da sojangiéicamente modificada para resisténcia
ao glifosato (soja RR) simplificou 0 manejo de pdannfestantes, bastando a aplicacdo de apenas
um herbicida ao invés de misturas formuladas ouosuherbicidas para o seu controle
(EMBRAPA, 2008), dimunuindo o custo de producédo mimero de aplicagcbes (MONSANTO,
2008).

2.1.2 Sementes

Semente, por definicdo, € um meio de dispersao ldetag superiores capaz de se
movimentar passivamente, que sob condicdes ideamsiiga, propagando a espécie. Geralmente
contidas em frutos, as sementes sao resultantepra@agacdo sexuada e formadas pelo
amadurecimento do 6vulo, posteriormente a fecurdat&emente é basicamente composta de
uma testa ou casca, com funcdo de protecdo; errduspgeserva nutricional) e o embrido,
constituido de um eixo embrionario com células stematicas com um ou dois cotilédones, que
também sdo fontes de nutrientes para o embridoaeapplantula em crescimento. A germinacao
da semente comeca com a emergéncia da radiculpemdie de vérios fatores: embebicdo da
semente, presenca de oxigénio, condicOes ideaisemperatura, auséncia de impedimento
mecéanico da superficie do solo, auséncia de a@d&ueicrorganismos patogénicos e, dependendo
da espécie, de outros fatores como luz e quebdarm@éncia (FELIPPE, 2007).

O endosperma das sementes € rico em nutrientear@emdais para alimentar a plantula

resultante da sua germinacdo. Devido ao grande watoicional das sementes, o homem tem
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usado esses graos como alimento. Assim, atualnmmaTtg de 90% dos alimentos sdo produzidos
por meio de sementes (MENTEN, 1991). Os termos ésges” e “grados” se destinam apenas a
identificacdo das formas de utilizacdo, pois baimmiente ndo ha distincdo. Porém, os atributos de
gualidade das sementes e grdos sao diferentes, pomexemplo, o fato de que as sementes
devem atingir requisitos minimos de pureza varietgérminacao, aspectos ndo considerados para
graos (MARCOS FILHO, 2005).

A semente de soja é o mais rico alimento vegetalfendo cerca de 40% de massa
protéica, 20% de 6leo e os nove aminoacidos essern(EELIPPE, 2007). Devido a abundancia
de nutrientes, a soja também é alvo de ataque deng@nismos patogénicos, principalmente
fungos. Um dos fatores limitantes na sua produc@oféto das sementes funcionarem como
principal veiculo de disseminacgéo, o que levarmadhigdo de microrganismos em areas de cultivo
livres de certos patdgenos, dando inicio a doeegedémicas, muitas vezes com sementes
infectadas sem exibir sintomas (MENTEN, 1991). Ontage de patdgenos no estadio de
sementes € uma medida relevante, uma vez que raec®isam a morte das sementes na fase
pré-emergente no solo, sendo disseminados a partrantas jovens infectadas (MACHADO,
2000). Para evitar a introducdo de patdgenos enmasn@veas de cultivo, as sementes sao
beneficiadas e armazenadas em condi¢cdes de temmpemtumidade adequadas. Além da
presenca de possiveis patdégenos, na semente @xiatenicrobiota que pode ser instalada por
meio de correntes de ar, respingos de chuva, solanesmo ser transmitida da flor para a
semente. Processos como colheita, armazenamentm de maquinario agricola e a poeira sao
outros veiculos comuns de introducdo de microrgamss em sementes (INTERNATIONAL
SEED TESTING ASSOCIATION - ISTA, 1968). Esses miganismos sdo chamados de
epifiticos e endofiticos. As condicfes de tempeaatiumidade durante o armazenamento das
sementes visam inibir o desenvolvimento de patégdddETZEL, 1987) podendo selecionar,

também, endofiticos resistentes as condi¢des dada®.
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2.1.3 Comunidade bacteriana endofitica associada pentas

Microrganismos endofiticos sdo todos aqueles quierpoou ndo crescer em meios de
cultura, ou seja, cultivados ou nao, e que habiaimterior de tecidos e 6rgados vegetais sem
causar prejuizos ao seu hospedeiro e sem prodsizutigas externas emergindo dos tecidos
vegetais (AZEVEDO; ARAUJO, 2007). Séo divididos duois tipos: Tipo |, que ndo produzem
estruturas externas a planta e Tipo I, que praduestruturas externas a planta (MENDES;
AZEVEDO, 2007). Os endofiticos diferenciam-se dasrarganismos denominados epifiticos, ou
epifitos, que habitam a superficie de 6rgaos e@asciPeixoto Neto; Azevedo e Araujo (2002)
argumentam que as distingBes entre endofiticofifieps e patdgenos sdo meramente didaticas,
pois variacdes ambientais e fisiolégicas do hospedgodem mudar o comportamento do
microrganismo, transformando um patégeno em emddéitente, do mesmo jeito que um
microrganismo epifitico pode ser classificado coermofitico se eventualmente alojar-se no
interior de um tecido vegetal.

A instalacdo de um microrganismo endofitico no lkdsro pode ocorrer de varias
formas; ativamente pela produgéo de enzimas outesds que facilitam a sua penetracao ou por
meio de aberturas naturais como estdmatos, hiadetodirimentos (DOBEREINER et al., 1993),
via raiz e sementes, chegando a diferentes teeidadonizando a planta de maneira sistémica,
demonstrando a habilidade de se adaptarem a nedud&gicos especificos, rizosfera, filosfera,
antosfera (HALLMANN et al., 1997) ou espermosfetaUZ, 1998). Mesmo colonizando
sistemicamente a planta, as bactérias endofitmasentam preferéncia de colonizagéo por certos
tecidos. Kuklinsky-Sobral et al. (2004) observaram, soja, que a densidade e a diversidade de
bactérias endofiticas variam de acordo com o tecidse de desenvolvimento da planta,
mudancas sazonais e genétipo do hospedeiro, odeesidade bacteriana observada foi maior na
raiz e menor em folhas. As bactérias endofiticadepo alterar as condicbes fisioldgicas e
morfolégicas do hospedeiro, além de atuar sobr@®umicrorganismos presentes no interior da
planta (ANDREOTE et al., 2004). A intima relacdoamh-endofito tem apresentado
caracteristicas interessantes para a aplicacdechmbgica e agricola, como a promocao de
crescimento em plantas, pois esta relacdo trazfibersepara ambos, ou seja, a bactéria pode

disponibilizar nutrientes para a planta, como paengplo, por meio da fixacdo biolégica do
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nitrogénio (FBN), enquanto que esta fornece exsuglaitos em carbono para a bactéria
(NEVES; RUMJANEK, 1998).

Bactérias estdo entre 0s principais e mais abueslagupos de microrganismos que
interagem com as plantas. Existem espécies predotem em determinados hospedeiros e
espécies secundarias ou mais raras. Essa preda@mingria de acordo com o hospedeiro e
algumas espécies sado frequentemente isoladas efendds hospedeiros, demonstrando serem
adaptadas a diferentes microambientes (ISAAC, 19&jbora grupos muito varidveis tenham
sido isolados ou apenas identificados por métoddspendentes de cultivo, alguns grupos séo
mais frequentemente isolados de diferentes espébgesplantas: Bacillus, Burkholderia,
Enterobacter, Erwinia, Pseudomonas e Xanthomonas (HALLMANN et al., 1997).

As plantas interagem constantemente com diversosrganismos, podendo apresentar
uma relacdo negativa, neutra ou benéfica. A relagabfito-planta ainda ndo é inteiramente
compreendida, mas sabe-se que existem relacOesntgaente neutras e outras benéficas
(PEIXOTO NETO; AZEVEDO; ARAUJO, 2002). Entretantem alguns casos as relacbes
podem ser deletérias para o hospedeiro, principaémem casos onde haja um desequilibrio
populacional na comunidade. Dentre as diversasaiies entre enddéfitos e plantas, pode-se
citar: controle biolégico de insetos e fitopatogen®ELO, 1998), toxicoses em herbivoros
causadas pela ingestdo de plantas com endofitrodsitpres de toxinas (WOLFE et al., 1998),
modificacbes fisiologicas e morfolégicas do hospedgatogenicidade e inducdo de resisténcia
(KLOEPPER et al.,, 1997). A colonizacdo das planpatos endofiticos € um fendmeno
assintomatico, ou seja, ndo causa injarias ao degspe sendo seu isolamento feito a partir de
tecidos vegetais sadios (PEREIRA, 1993a). Portgsitmtas sadias eram tidas como livres de
microrganismos até que a descoberta desses foestatemla pelos estudos de Trevet; Hollis
(1948). Bary, 1866 apud Azevedo (1998) distinguelapprimeira vez, 0s microrganismos
endofiticos dos patogénicos, mas apenas na décadEO o seu potencial de aplicacdo
biotecnoldgica ficou evidente.

O estudo de endofiticos, tradicionalmente, foi bdseem técnicas de isolamento desses
microrganismos em meios de cultura. Entretanto, Ulti10s anos, com o0 avanc¢o das técnicas
moleculares, tem sido possivel investigar aqueleés gao sdo cultivaveis ou de natureza
fastidiosa, possibilitando o estudo do material éjen a partir de amostras coletadas no

ambiente. A disponibilidade aos endofiticos culteié se da por meio do isolamento a partir de



28

tecidos aparentemente sadios, evitando o isolantEnjmatégenos. O processo de isolamento é
basicamente, composto de uma assepgerficial do tecido para excluir os microrganismo
epifiticos, seguido da fragmentacao do tecido etsunsferéncia para meio de cultura adequado
em placas de Petri. Variagdes no método de isolemperdem ocorrer de acordo com o tecido da
planta e com o objetivo do isolamento (ARAUJO et aD01). Neste tipo de estudo, testes
preliminares devem ser feitos para determinar mpoés ideais de assepsia dos tecidos, visando a
eliminacao dos epifiticos sem afetar os endofit{ISREIRA, 1993a; SHULTZ et al., 1993). O
estudo de sequéncias do gene rDNA 16S é de graitidade para a identificacao e classificacado
filogenética de procariotos. Baseado neste gene,ebal. (2008) amostraram a comunidade
bacteriana endofitica da raiz de arr@ryza sativa L.), enquanto que Thomas et al. (2008)
identificaram bactérias endofiticas de plantulasbdeana. Mesmo sendo estudada, a enorme
diversidade endofitica ainda tem muito a ser emplar(PROSSER et al., 2007). Presente em
diversos tecidos vegetais torna-se interessantemamor entendimento sobre a presenca de
endofitos em sementes de importantes culturas @m®@ja, uma vez que as sementes possam
constituir reservatérios de microrganismos, priakigente dos patogénicos em condi¢cdes nao
ideais de armazenamento. Esses endofitos tornaie-seteresse biotecnoldgico e agrondmico

para a aplicacdo em sementes, uma vez que resisteamdi¢cdes de armazenamento.

2.1.4 Potencial biotecnoldgico de bactérias endatias

Os microrganismos sao de fundamental importanaia @aquilibrio ecolégico devido as
suas funcdes nos ciclos naturais, na degradacdiesdios e outros processos, 0 que 0s torna
importantes na prospeccédo de atividades bioteciwal®g A partir de suas transformacdes
metabdlicas podem ser obtidos produtos de valorectial como farmacos, corantes, enzimas,
alimentos e outros. Além de serem recicladores raigtuinteragem com microrganismos
patogénicos inibindo o crescimento destes, senda umportante ferramenta de controle de
patdégenos e pragas em culturas agricolas (coriiolégico) (AZEVEDO, 1998). A elucidacéo
das funcbes ecoldgicas das bactérias endofiticdes fpazer beneficios, em especial & exploracéo
do potencial biotecnolégico desses microrganistREXOTO NETO; AZEVEDO; ARAUJO,
2002), como promoc¢do de crescimento vegetal. Aulagéo de bactérias endofiticas tem
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mostrado efeitos positivos no crescimento de pdanBaldani et al. (2000) confirmaram o
potencial de uso de bactérias diazotréficas nacatpra, inoculando bactérias fixadoras de
nitrogénio em plantulas de cana-de-acucar micrggagas. O inéculo proveniente de misturas
de endofitos também tem demonstrado bons efeit@sescimento de plantas (OLIVEIRA et al.,
2000). As caracteristicas de potencial de promag@rescimento podem ser analisadas nos
microrganismos por meio de técnicas moleculares aamplificacdo de genes envolvidos com
as caracteristicas desejadas. Os testes bioquisdiodmmbém Uteis na busca de microrganismos
com a capacidade de producao de acido-indol-ac@i#y, solubilizacdo de fosfato, fixacdo de
N2 (KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2004), inducéo de resgtia sistémica, controle biolégico de
pragas e doencas (RAMAMOORTHY et al.,, 2001) e peddude sideréforos e antibidticos
(COMPANT et al., 2005).

2.1.5 Mecanismos de promocéo de crescimento vegegial microrganismos

Os mecanismos de acdo dos microganismos podem isetosd (producdo de
fitorreguladores ou fixagcdo do nitrogénio atmosf@yiou indiretos (como antagonistas a patégenos
ou resisténcia a drogas) (DI-FIORE; DEL GALLO, 19@5ANWAY, 1998). Seguem alguns dos

mecanismos de promocao de crescimento de plantasipmrganismos.

2.1.5.1 Controle biol6gico

A medida em que a agricultura aumenta, o uso degadgnicos cresce, causando efeitos
negativos como impactos ambientais e a resistédeigpatdgenos (GERHARDSON, 2002).
Devido a problemas decorrentes do uso de agrogusmicétodos alternativos ndo-poluentes tém
ganhado atencdo, em especial o controle microldanpragas, que apesar de eficiente e seguro,
nao deve ser utilizado como Unica forma de con{le/ES; MOINO; ALMEIDA, 1998). Dessa
mesma maneira, existe uma tendéncia em diminusioados produtos agroquimicos, pois além do
alto custo para o produtor, o consumidor tem erigigda vez mais alimentos de melhor qualidade

e menos conteudo de moléculas sintéticas. Nestiexton o controle biolégico tem ganhado
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atencdo, sendo considerado uma alternativa ou amplemento no controle de pragas e doencas,
sendo neste ponto, os microrganismos endofitioos @ exploracdo como fonte de agentes de
biocontrole (STURZ; CHRISTIE; NOWAK, 2000). O coolie biolégico de pragas e doencas
consiste no uso de microrganismos que atuam cortag@nstas aos agentes causadores de
prejuizos em plantas (AZEVEDO; ARAUJO; MACHEROND@D). Os mecanismos de controle
biolégico podem ser por competicdo por um nichddggoo ou por substrato, pela producao de
moléculas inibitorias, por inducdo de resisténésiémica no hospedeiro contra patégenos ou
contra estresses abioticos (GLICK, 1995).

As bactérias, em especial o géndacillus, tém participacdo significativa dentre os
produtos de controle biolégico comercializados. A@% desses produtos sdo formulacdes
bacterianas, de diversas espéciesBdeillus. Além do uso de bactérias entomopatogénicas,
existem diferentes mecanismos de agdo das baaoténas fitopatdgenos, entre eles a competicao
por nutrientes, nichos e ferro, producédo de sideosf antibiose, producdo de enzimas como
quitinases e inducéo de resisténcia sistémica (CAMNIPet al., 2005). Segundo Alves; Moino Jr;
Almeida (1998), muitas dessas bactérias ainda s&codhecidas e poderdo ser isoladas para o
controle de diversas pragas importantes que ocanmeaampo ou na area urbana, onde inseticidas
quimicos sao ineficientes ou se tornam indesejafetmpacidade de adaptacdo a nichos similares
aqueles ocupados por fitopatdégenos faz das bacEm@ofiticas uma ferramenta adequada para o
controle biologico (BERG; EBERL; HARTMANN, 2005). Adentificacdo de diferentes
mecanismos de acdo dos microrganismos de contiolégito pode levar a combinacdo de
isolados para o controle de amplo espectro de graga patdogenos (LUTZ et al., 2004;
RAUPACH; KLOEPPER, 1998). A biotecnologia tambémd@ocontribuir para o controle
bioldgico, transformando microrganismos para gquareéssem mais de um gene responsavel por
caracteristicas desejaveis, combinando diferentzsanismos de acdo (TIMMS-WILSON et al.,
2000). Pelo fato de colonizarem nichos ecoldgidoslares aos de fitopatdgenos, as bactérias
endofiticas podem ser usadas como agente de aofti@bgico. Berg et al. (2005) descrevem
bactérias endofiticas associadas a batata no aiedungos fitopatogénicos. Diversos trabalhos
tém descrito o uso de microrganismos endofiticosamtrole bioldgico de doencgas. Senthilkumar
et al. (2007) descrevem o uso Eaenibacillus sp., isolado de nddulos de soja, na inibicdo do
crescimento deRhizoctonia bataticola por meio da producdo de antibidticos. Endofitices d

crescimento rapido tém grande potencial para setgézados no controle bioldgico, uma vez que
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sdo capazes de colonizar nichos especificos er,infimr competicdo ou antibiose, o
desenvolvimento dos fitopatégenos. Em tomBatesarium oxysporum pode ser controlado cof
oxysporum avirulento, que coloniza endofiticamente o hospedéMicrorganismos endofiticos
podem atacar patégenos também pela producdo deasliticas, como quitinases e proteases. No
entanto, neste caso o0 contato entre o patégerendaditico € necessario, ao contrario do controle
biolégico pela indugio de resisténcia (AZEVEDO; ARYO, 2007).

2.1.5.2 Fixacao biologica de nitrogénio (FBN)

Uma das aplicacdes de bactérias endofiticas éxanedfd bioldégica de nitrogénio (FBN)
(DOBEREINER; BALDANI; BALDANI, 1995). O nitrogénia@tmosférico (M) é pouco reativo e
ndo pode ser metabolizado pelas plantas, que demeded bactérias chamadas diazotréficas, que
possuem um complexo enzimatico chamado nitrogenza®, transformar o Nem amadnia,
subsequentemente assimilada em aminoacidos ena®et€d processo de FBN geralmente ocorre
por meio de bactérias do géndrhizobium, que em contato com as raizes de leguminosas,
formam nédulos que disponibilizam o nitrogénio asfédco as plantas. Enquanto a bactéria
disponibiliza o nitrogénio para a planta, esta éom exsudados ricos em carbono. A relacdo
simbibdntica entre leguminosasBeadyrhizobium é conhecida como a mais eficiente na FBN,
muito importante para a agricultura e, consequesiéena mais estudada (NEVES; RUMJANEK,
1998).

O nitrogénio é o nutriente exigido em maior aburifipela soja e a disponibilidade deste
nutriente para a cultura € dada por meio de faatilies nitrogenados e pela fixacdo biologica do
nitrogénio (HUNGRIA et al., 2001). O alto custofeeilizantes nitrogenados para a producédo tem
prejudicado os lucros dos produtores. No entantBrasil € o pais no mundo que demanda, em
média, a menor dose de fertilizantes nitrogenagass, mesmo com os solos pobres em
nitrogénio, o elevado custo deste insumo impedgaautilizacdo de forma ideal (DOBEREINER
1997). Devido a esses fatores, associados a catizaigio ecoldgica sobre o uso intensivo de
agroquimicos, o potencial da FBN tem sido alvo @&gio (NEVES; RUMJANEK, 1998). No
Brasil, a FBN na cultura da soja tem ganhado indmait, pois diminuiu significativamente o uso
de fertilizantes nitrogenados a partir do desennwnto de inoculantes com linhagens de
Rhizobium (ALVES; DODDEY; URGUIAGA, 2003), onde até 94% diragénio requerido pode
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ser disponibilizado por meio da FBN (HUNGRIA et, &006). Além de Rhizobiaceae, outras

espécies diazotréficas tém sido descobertas, nélmaapassociadas leguminosas ou a raizes, mas
associadas a outras partes de plantas como casgIx;iadas as gramineas ou até de vida livre no
solo. Essas associa¢gfes simbioticas tém sido resiitmladas, buscando a selecdo de isolados com
caracteristicas favoraveis a inoculacao artifieia sementes, como tolerancia a estresses e com

alta capacidade de nodulacao.

2.1.5.3 Bactérias produtoras de acido-indol-acétid@\IA)

A producéo de fitohorménios por bactérias € um misczo de promocao de crescimento
de plantas (BUCHENAUER, 1998). Auxinas sdo horméncapazes de exercer funcdo na
regulacéo do crescimento de plantas, aumentandesoimento radicular e melhorando a absorcgéo
de nutrientes (LAMBRECHT et al.,, 2000). Sdo prodazi nas plantas, principalmente no
meristema apical e transportadas por meio de célddaparénquima até as raizes (RAVEN;
EVERT; EICHHORN, 2001). O acido indol-acético (Al&)a auxina mais abundante dentre os
fitohormbnios (BARTEL, 1997) e também pode seretinada por diversos microrganismos.
Aparentemente sem funcédo na célula microbiana,odugéio de AIA pode ser resultado da
evolucdo da interacdo de bactéria-planta (PATTENIC®, 2002) e pode ser influenciada por
fatores como genatipo, tanto do hospedeiro quamtmidrorganismo (JAIN; PATRIQUIN, 1985).
A producdo de AIA por bactérias pode ser estimulpdl triptofano, um precursor da sua
biossintese, que aumenta o crescimento celulaode ger consumido como fonte de nitrogénio,
estimulando a multiplicacdo celular (TIEN et ab7®).

Associadas a plantas, tém sido descritas bactprizdutoras de AIA relacionadas ao
estimulo de crescimento vegetal, codamspirillum, Enterobacter, Acetobacter, Pseudomonas,
Rhizobium, Gluconacetobacter, Acinetobacter, Agrobacterium, Bacillus, Burkholderia,
Curtobacterium, Pantoea, entre outras (COSTACURTA; VANDERLEYDEN, 1995; PREN;
GLICK, 1996). Ja Lata et al. (2006) descrevetsaudomonas stutzeri endofitica produtora de
AlA, isolada a partir dé&chinaceae. Dada a importancia das bactérias sintetizadaaSlAl, tem-
se buscado isolados capazes de produzir este hiasmdsando uma possivel aplicacdo das

bactérias em diversas culturas.
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2.1.5.4 Solubilizag&o de fosfato inorganico

Depois do nitrogénio, o fésforo € o nutriente nlarstante para o desenvolvimento das
plantas, onde apresenta funcdo estrutural (BARR®AHAS, 2000; GYANESHWAR et al.,
2002) e de maturacdo dos frutos (GARCIA, 1993). sapedos solos serem ricos em fosforo,
apenas uma pequena parte é disponivel para asglamba vez que a maior parte do fosforo é
encontrada em formas insollveis, e as plantas apazes de absorvé-lo apenas em formas
soltveis. Alguns microrganismos podem ser utilizag@ara aperfeicoar o aproveitamento do
nutriente, uma vez que solubilizam o fosfato, todwo disponivel para a planta absorvé-lo
(RODRIGUEZ; FRAGA, 1999). Dentre esses microgansmencontram-se as bactérias
solubilizadoras de fosfato, que participam do citofésforo facilitando a conversao de formas
insollveis para solUveis por meio da secrecaccids organicos e fosfatases (KIM; JORDAN;
MCDONALD, 1998), tornando-o disponivel para a pta(EYANESHWAR et al., 2002). Dentre
as bactérias solubilizadoras de fosfato encontenes génerosBacillus, Pseudomonas,
Rhizobium, Burkholderia, Achromobacter, Agrobacterium, Microccocus, Flavobacterium e
Erwinia (RODRIGUEZ; FRAGA, 1999).

2.1.6 Influéncia da transgenia na comunidade bact@ma endofitica

Acredita-se que a introducéo de plantas geneticeamandificadas (PGMs) em um novo
ambiente possa levar ao desequilibrio microbianiddea liberacdo do produto do transgene no
ambiente ou até a transferéncia horizontal de geémesduzindo genes (como por exemplo o de
resisténcia a antibiéticos) no ambiente, alteraadrequéncia génica e, consequentemente,
alterando a comunidade bacteriana (GEBHARD; SMALIA98). A transgenia pode afetar a
comunidade bacteriana associada a planta diretemeela expressdo de genes que afetam os
microrganismos ou indiretamente, quando ocorremamg¢es metabdlicas na planta que afetam os
microrganismos (HEUER; SMALLA, 1997). Acretita-seegPGMs possam influenciar, inclusive,

a microbiota do solo e a fisiologia da planta,raltelo a relacdo hospedeiro-bactéria, modificando
a colonizacdo endofitica da planta. Essa hipotebaseéada nas diferencas na quantidade e

composicao dos exsudados liberados pelas raizpkmui@ geneticamente modificada (PGM) ou
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devido as alteracbes de préaticas de cultivo paws gdantas (MOTAVALLI et al., 2004). A

comunidade bacteriana endofitica pode ser afetaddipersos fatores e a transgénese tem sido
largamente estudada como possivel influenciadocamunidade. Assim, ha necessidade de
estudos de interferéncia de plantas geneticamewdifioadas nas comunidades bacterianas
(ARAUJO; ROSSETTO; KUKLINSKY-SOBRAL, 2008). O efeit da transgenia em

comunidades bacterianas tem sido demonstrado erenliés espécies. Andreote et al. (2008)
demonstram a influéncia da transgénese na comumitdadteriana endofitica da rizosfera de
tabaco, que demonstrou ter influéncia durante mgro més de desenvolvimento da planta,
porém aos trés meses a estrutura da comunidaderibaat havia se restabelecido. No entanto,
outros fatores, além da transgenia, sdo mais det@ntes na comunidade bacteriana (HEUER et
al., 2002). Andreote et al. (2008) sugerem o gendtio hospedeiro como uma das principais

influéncias na comunidade bacteriana associadlagp.

2.1.7 Andlise do gene 16S rDNA para estudos de disielade em comunidades bacterianas

Os microrganismos possuem uma enorme variabiligetética adquirida durante a sua
evolucdo, o que lhes confere a capacidade de adaptadiversos ambientes. Porém, algumas
regides do seu genoma foram mantidas conservae@asitipdo seu estudo taxonémico por meio
de técnicas moleculares (SEGHERS et al., 2003).s@/de€andler e Wheelis (1990) sugeriram,
baseados na sequéncia dos genes ribossomais, wma&lassificacdo dos seres vivos, até entdo
classificados em cinco reinos por Whittaker (WHITKER, 1969 apud PELCZAR; CHAN;
KRIEG, 1996). Em procariotos, 0 gene mais analisado 16S rDNA (AMANN; LUDWIG;
SCHLEIFER, 1995), fundamental para o estudo modecdle bactérias e arquéias, onde é
considerado como crondmetro evolutivo (ROSADO et H997). Este gene apresenta poucas
variagbes nas diferentes espécies ao longo dosggmse 1,4Kb. E geneticamente estavel e
apresenta um tamanho suficiente para analisesefiicas (SEGHERS, 2003). A analise da
sequéncia de DNA do gene 16S rDNA permite correfer a ocorréncia dos genétipos e os
ambientes onde sédo encontrados (CHENEBY et alQ)2@om sua analise é possivel inferir a

relacdo evolutiva entre espécies de bactérias, d&identifica-las (WOESE, 1987). A molécula
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16S rDNA tem os nucleotideos altamente conservpds diferentes espécies e possuem outras
regides variaveis, denominadas regides hipervasai@8TACKEBRANDT; GOEBEL, 1994).

Vérias técnicas sdo usadas na analise da regiaoDI¥5, entre elas o ARDRA (Andlise
de Restricdo de DNA ribossomal amplificado), quesdada em padrdes de restricdo enzimética,
revela polimorfismos nos fragmentos do DNA obtidies diferentes isolados (GRIFONI et al.,
1995). Essa técnica permite agrupar e diferen@atébas por padrbes de bandas, revelando os
grupos mais representativos em uma determinadate@m@4EYNDRICKX et al.,, 1996; van
ELSAS et al.,, 1998). O sequenciamento dos nucleosidlessa regido permite uma avaliacao
detalhada do gene, sendo consideradas da mesnteeagéeles que possuem mais de 97% de
homologia do DNA da regido 16S rDNA.

2.1.8 Tratamento biolégico de sementes

O tratamento de sementes visa eliminar os patégeacsementes e protegé-las, assim
como proteger as plantulas dos patégenos do selbonando a qualidade sanitaria da semente. E
uma medida relativamente econdmica, de facil agficaeficiente e, praticamente, ndo apresenta
efeitos maléficos sobre o meio ambiente (SOAVE; MER, 1987).

O tratamento de sementes é considerado, na agrauttoderna, uma das medidas mais
recomendadas, pois possibilita um menor uso densiefes quimicos, além de controlar doencas
na fase que antecede a implantacdo de uma la\densre os tipos de tratamentos de sementes, a
combinacdo de recursos fisico, quimico e biolédem sido uma tatica recomendavel para o
controle de inUmeros patdgenos, pois nem sempranico metodo propicia o controle de todos
0s agentes causadores de doencas, devido a stsidiide e natureza (MACHADO, 2000).

Dentre os métodos de tratamentos de sementes,texisero biolégico, que baseia-se na
incorporacdo artificial de agentes de controle dgmlo, com o principio de que o0s
microrganismos inoculados controlem a acdo de patixgyda prépria semente ou do solo, por
meio de antagonismo (SOAVE; MORAES, 1987). Esse dig tratamento tem sido utilizado com
sucesso, e a sua eficiéncia, em alguns casos,ak adgusuperior a outros tipos de tratamentos
(fisicos ou quimicos). Dentro do tratamento biatdgbode-se considerar, como vantagens, a acao

ndo poluente do método e o efeito prolongado; ppexistem limitacdes como manutencao das
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caracteristicas do agente bioldgico, instabilidddeantagonista, uma vez que se trata de um
produto biolégico. Dessa forma, é recomendada aimgdo com outras formas de controle.
(MACHADO, 2000). Pseudomonas, Bacillus, Trichoderma e Penicillium sdo exemplos de
agentes de controle biolégico utilizados, com ssmeso tratamento de sementes (SOAVE;
MORAES, 1987). O tratamento de sementes com agdatesntrole biolégico é um dos métodos
mais adequados para o controle de patdgenos tr@hsspor sementes (LEWIS, 1991).

Uma das estratégias mais importantes usadas nmleohtoldgico de fungos, durante o
armazenamento, € a protecdo das sementes por maisodde microrganismos antagonistas.
Bresan (2003) descreve o uso de linhagenStiaptomyces spp. no tratamento de sementes de

milho para o controle deenicillium spp. eAspergillus spp. durante o armazenamento.

2.2 Material e métodos

2.2.1 Material vegetal

Os experimentos foram realizados no Laboratériésdeética de Microrganismos “Prof.
Jodo Lucio de Azevedo”, do Departamento de GenédE&RALQ/USP. O estudo foi conduzido
com sementes de soja, gentiimente cedidas pelaesmpvonsanto. Foram utilizadas 12
cultivares de soja, sendo seis geneticamente madds (cultivares cv 1 a cv 6) e seis
convencionais (cultivares cv 7 a cv 12), com o tgjede avaliar a possivel interferéncia da
transgenia na comunidade bacteriana endofiticasela®ntes. As sementes foram armazenadas
em condi¢gbes 6timas para o armazenamento das ssyprdviamente a sua manipulacadC20
umidade relativa do ar de 60%). Dados de localuliévo, clima, solo, tratos culturais, data de
colheita, periodo e condi¢bes de armazenamentdondim cedidos pela empresa. Os nomes das
cultivares foram codificados de cv 1 a cv 12 agmicitacdo da empresa.
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2.2.2 Isolamentos de bactérias endofiticas de sertende soja

Foram realizados trés isolamentos bacterianososeoid deles pela técnica de trituracédo
e um pela técnica de separacao de cotilédonesoi®sn@todos foram comparados, objetivando o
isolamento do maior numero de colbnias bacteripnasivel. Em ambos os métodos, as sementes
foram homogeneizadas e amostradas ao acaso. Ftm ossio de cultura tripticaseina de soja
TSB 10% (Merck) suplementado com benomyl (benzimot® 50pg/mr* visando inibir o
crescimento fungico. As sementes foram submetidassapsia superficial em etanol 70% (1
minuto), hipoclorito de sodio 2,5% (2 minutos),retb70% (1 minuto), seguidos de duas lavagens
em agua destilada e esterilizada. O numero totatali@gnias foi utilizado para determinar a
densidade bacteriana em unidades formadoras deni@®IUFC/g de semente). Os trés
isolamentos sdo descritos a seguir. Para cerfiicata eliminacdo da microbiota epifitica,
aliquotas da &gua destilada da ultima lavagem faransferidas para o mesmo meio de cultura
em placas de Petri e incubadas nas mesmas condicdes

As densidades de bactérias endofiticas (UFC/g)edpsrimentos de isolamentos obtidos
de sementes de soja, foram transformadas usangadig+1 antes da andlise estatistica, para
melhor ajuste a distribuicdo normal dos dados énonedensibilidade da analise de variancia. O
delineamento experimental foi inteiramento casadlz com 12 diferentes cultivares de soja e
trés repeticoes de trés placas. As médias forampa@mdas pelo teste de Tukey a 5% de
significancia. Os métodos usados nos trés expetosate isolamento foram comparados pela
correlacdo existentes entre eles, pelo coeficidatdeterminacdoqrda regressao linear entre os
dados dos experimentos.

2.2.2.1 Isolamentos por trituragéo

Foram realizados dois isolamentos por triturac@decse utilizou a massa de matéria seca
de aproximadamente 7,5¢g (50 sementes) para caelécéep Foram realizadas trés repeticdes por
amostra, onde cada repeticdo equivaleu a tréspldeaPetri (9 cm de diametro). Depois da
assepsia superficial das sementes, as mesmas lafeatadas em agua destilada esterilizada por

1 hora visando facilitar a trituracdo. Em seguis,sementes foram trituradas e agitadas (150
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rom) em tampao PBS (140mM de NaCl, 3mM de KCI, 10adevMNaHPO, e 2mM de KHPO,,

pH 7,4) na proporcdo de 50mL de PBS para cadadéSgmentes, por 1 hora, a fim de permitir
a completa liberacdo das bactérias endofiticaseaentes. Por fim, aliquotas de 100uL destas
suspensdes foram transferidas para meio de cuilfiwaseletivo TSB, suplementado com agar
(1,2%) e benomil (50pg/mt) e incubadas a 28°C, por 15 dias. Ap6s o cresdortescteriano,

as colbénias foram contadas.

2.2.2.2 Isolamento por separacao de cotilédonesgfymentacao)

Dezoito sementes foram retiradas ao acaso de oaoktra. Depois da assepsia superficial
das sementes, o tegumento foi retirado e os cotiExliseparados. De cada semente, apenas um
dos cotilédones foi plagueado, visando amostrarammmuamero possivel de sementes. Foram
plagueados seis cotilédones por placa em meio lead SB 10% (Merck) e as placas foram
incubadas a 28°C, por 15 dias, e entdo avaliad®8\(d0 et al., 2001).

2.2.3 Estoque e selecédo de isolados para ARDRA

Ao final dos trés isolamentos as colonias foramtambes e, devido ao grande numero,
optou-se por selecionar e estocar parte delasolsias selecionadas para serem armazenadas
foram transferidas das placas de Petri para tuboterdo meio de cultura TSB 10% liquido e,
entdo, preservadas em tubos criogénicos a -80°C268mde glicerol. Essa selecéo foi baseada
em caracteristicas morfolégicas, sendo que grumsahmente semelhantes tiveram até cinco
isolados de cada placa escolhidos ao acaso. Destés foi selecionada e submetida a analise
por meio da técnica de ARDRA.
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2.2.4 PCR do gene 16S rDNA

Os isolados selecionados foram retirados do estaqu®0°C, com 20% de glicerol,
transferidos para meio de cultura TSB 10% soliddi@ e incubados a 28 °C, até o aparecimento
de colbnias isoladas. Com uma alca de platina, pggaena por¢cédo de cada colbnia foi colocada
em microtubo contendo 200uL de agua destiladaegilesida e aproximadamente 0,1g de esferas
de vidro (0,1mm glass beads, Biospec Product¥). Os tubos foram agitados em
MineBeadbeaté! (Biospec Products) por 1 minuto, a 3500 bpm, drifegados a 10000 rpm
por 3 minutos. Foi usado 1uL do sobrenadante cohvd Molde na reacdo de PCR.

A amplificacdo do gene 16S rDNA foi feita por PCRrcosprimers universais para o
dominio  bactéria P027F (5'GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3)e 1378R (5-
CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACG-3) (HEUER et al., 199¢grando, para cada amostra,
um fragmento de aproximadamente 1400 pb. As reaipiam realizadas em volume de 50uL,
contendo 3,75mM de Mggl0,2mM de cada ANTP, 0,2uM de camtamer, 2,5 U de Tag DNA
polimerase (Invitrogen), 1x tampéo da Tag DNA peliase e 1uL do sobrenadante de bactérias.
Em todas as reacdes foram utilizados controlestivegaA PCR foi realizada em termociclador
(PTC 200, MJ Research) programado para realizardesaaturacdo inicial de 4 minutos a 94°C,
seguido de 35 ciclos de 30 segundos a 94°C; 1 mmaB2,5°C; 1 minuto a 72°C e uma extensao
final de 7 minutos a 72°C. A amplificacdo do fragmoe de aproximadamente 1400 pb, foi
confirmada por eletroforese em gel de agarose {p2#a 3 volts/crit em tampdo TAE 1X, com
marcador de peso molecular 1Kb DNA Ladder (Inviermg Apos a eletroforese, o gel foi corado
em solucdo de brometo de etidio (1,0mgfné fotodocumentado.

2.2.5 Clivagem do gene 16S rDNA (ARDRA)

Posteriormente a amplificacdo da regido 16S rDN#A czbnias, os produtos da PCR
foram clivados separadamente com duas endonuclebststas, sendo elaklhal e Mbol
(Invitrogen). Foram usadas 2U de enzima para cpdadgé produto de PCR, em um volume total
de reacdo de 20uL, de acordo com as recomendag@exifias pelo fabricante. As clivagens

foram incubadas a 37°Gvernight. Em seguida, o volume todo da reacgdo foi analigamo
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eletroforese em gel de agarose 2% (p/v), em tarfipd® 1X a 3 volts/crit, com marcador de
peso molecular 1000 kb DNA Ladder (Invitrogen)gé€ de agarose foi corado em solucao de
brometo de etidio (1,0mg/r) e fotodocumentado. Por fim, os perfis obtidosacgrizados

pelo nimero e tamanho dos fragmentos amplificdfdeasm denominados ribotipos.

2.2.6 Identificacdo dos isolados bacterianos porggenciamento parcial do gene 16S rDNA

A identificacdo dos isolados foi realizada pelousggtiamento parcial do gene 16S rDNA.
O numero de isolados identificados foi determinadseado no nimero de representantes de cada
ribotipo, obtidos por meio da técnica de ARDRA. kaéntificado um minimo de 14% e um
maximo de 100% dos isolados de cada um dos ril®tipe produtos de PCR amplificados foram
purificados com polietileno glicol (PEG 8000 20%a® 2,5 mM) Os fragmentos de 1400 pb
foram enviados para sequenciamento no Centro del@&stlo Genoma Humano, USP/ Sao Paulo.
O sequenciamento foi realizado compromer 1387R (HEUER; SMALLA, 1997) e as sequéncias
parciais, de aproximadamente 500 pb, obtidas fasamparadas com sequéncias originadas de
linhagens tipos, presentes no banco de dados dwsBmnal Data Project”, por meio doftware
RDPQuery (http://simo.marsci.uga.edu/ public_db/glpery.htm). Os alinhamentos e a edicao das
sequéncias foram realizados sofiware MEGA 4.0.1 - Molecular Evolutionary Genetics Arnsiky
(TAMURA et al., 2007).

2.2.7 Andlise das sequéncias 16S rDNA

Inicialmente as sequéncias foram editadas e alashpdr meio da utilizacdo doftware
MEGA versao 4.0.1 (TAMURA et al., 2007). O alinhartee das sequéncias foi utilizado para a
construcdo de uma matriz pelosoftware DNADist, no software Phylip
(http://bioweb.pasteur.fr/seganal/interfaces/drtaglimple.html). Por meio dsoftware DOTUR
(SCHLOSS; HANDELSMAN, 2005), foi possivel estimar imdices de diversidade de Shannon-
Weaver e riqueza de espécies de Chaol, bem comecéor dados referentes ao numero de

unidades taxondmicas operacionais (UTOs), utilizgohra a determinagéo da curva de rarefagao.



41

Para tanto, foram consideradas diferentes niveisirdéaridade para determinacdo das UTOs,
sendo eles “Unicas”, 99, 97 e 95%.

A partir de matrizes de similaridade das sequénomsiados de rarefacdo foram gerados
pelo programa considerando diferentes niveis déasidade entre as sequéncias parciais obtidas
do gene 16S rDNA. A ocorréncia de diferentes uredathxondmicas operacionais (UTOs) é
calculada e os niveis de similaridade foram de 1p@%a linhagens, 99% a 95% para espécies e
90% para géneros. A riqueza e a curva de rarefackicam o nimero de amostras necessarias
para se ter uma cobertura satisfatoria da comuaidatiidada. Ainda foram calculados os niveis
de similaridade, de acordo com os valores obtidede gftware RDPQuery (Ribosomal Data
Project - http://simo.marsci.uga.edu/ public_db/mlgery.htm). As porcentagens utilizadas na
andlise (classificacdo) do RDP foram 91% para ord&®o para familia e 95% para género. A
cobertura ecoldgica também foi calculada por meidddmula C=14(/N), onden é o nimero de
grupos representador por apenas um individN@eamero total de grupos.

2.2.8 Andlise funcional das bactérias isoladas dersentes de soja

As mesmas bactérias selecionadas para a idendifickaram submetidas a analise da
capacidade de controlarem o crescimento de fungaeg@nicos (ensaio de antagonismo),
produzirem AlA (acido-indol-acético), solubilizardosfato inorganico, fixarem Ne promoverem

crescimento de plantas.

2.2.8.1 Ensaio de antagonismo contra fungos fitopajénicos (método da cultura pareada)

Ensaios de antagonismia vitro foram realizados com o objetivo de observar baagéri
endofiticas atuando na reducdo ou inibicdo do mnesto de seis diferentes fungos
fitopatogénicos (Tabela 1), por meio do método Wltura pareada ou pareamento (MARIANO,
1993). Os isolados fungicos foram gentilmente cesliggelo Laboratério de Patologia de
Sementes — Departamento de Entomologia, Fitopatokgoologia Agricola, ESALQ-USP. Os

fungos utilizados no experimento foram previametgsenvolvidos em meio de cultura Batata-
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Dextrose-Agar (BDA, pH 6,8 contendo 200g de bat2@a, de dextrose e 15g de agar para cada
1000 mL de agua destilada). Fragmentos circulages ¢m de diametro do meio de cultura com
o fungo desenvolvido na superficie foram usadosemssios de antagonismo. Cada bactéria foi
estriada em duas extremidades, a 1 cm da bordackage Petri com meio de cultura BDA e, 48
horas depois, cada fungo foi transferido para droceta mesma placa (a uma distancia de 3 cm
de cada estria bacteriana). O controle do expetor@msistiu em placa de Petri contendo apenas
o fungo. O experimento foi conduzido no delineamanteiramente casualizado, com quatro
repeticdes. As placas foram mantidas a 28°C, popdesuficiente (cerca de seis dias) para que 0
fungo, no tratamento controle, apresentasse crestimmicelial suficiente para atingir a borda
da placa. A capacidade de inibir fungos fitopatog@Enfoi feita mediante a comparacéo visual
dos tamanhos das col6nias fungicas dos experiménéomesma placa que as bactérias) e dos
controles (placas contendo os fungos apenas),aenfaonsiderados quatro tipos de interagéo
entre as bactérias e os fungos: (1) sem inibigd@ndp ndo houve qualquer mudanca no tamanho
ou na morfologia do fungo; (2) com halo de inibic&) com acédo fungistatica, quando o
tamanho da colbnia fungica foi reduzido, ou quamgesmo com o tamanho igual ao do controle,
a producédo de hifas foi reduzida; (4) com baixaomdpcdo, quando o tamanho da coldnia

permanecem normal, porém a morfologia da colénimfwlificada, com baixa esporulacao.

Tabela 1 - Fungos fitopatogénicos utilizados nceeixpento de antagonismo

(continua)
Identificacéo Espécie Origem Doenca
F1 Fusarium semitectum soja Podridéo de sementes
F2 Fusarium oxysporum feijao Murcha de Fusarium ou Amarelecimento de
Fusarium
F3 Fusarium oxysporum  algodéo

Murcha de Fusarium

F4 Fusarium verticilioides  milho Podridao rosada (espiga)
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Tabela 1 - Fungos fitopatogénicos utilizados nceexpento de antagonismo

(concluséo)

Identificacéo Espécie Origem Doenca

F5 Phomopsis sojae soja
Seca da haste e da vagem

) N . Crestamento foliar de cercospora e mancha
F6 Cercospora kikuchii soja ]
purpura da semente

2.2.8.2 Ensaio de producio de AIA (Acido-Indol-Acéto)

A producédo de AIA por bactérias foi quantificadanftome o método desenvolvido por
Gordon; Weber (1950), onde o horménio reage commagente de Salkowski e € medido em
espectrofotdbmetro.

As bactérias foram cultivadas em meio de culturB T8% contendo L-triptofano (5mM)

e incubadas no escuro, a 28°C, por 72 horas. Uflitnmide cada cultura foi centrifugado por 5
minutos a 12000 rpm e 900 pL do sobrenadante fetumdido em cubetas com 400 pL do
Reagente de Salkoviski (BRIC; BOSTOCK; SILVERSTONHE91) e incubado por 30 minutos a
temperatura ambiente, no escuro. A leitura foiafam espectrofotdmetro (Pharmacia Biotech
Ultroespec 3000) com comprimento de onda de 530 @ARTMANN; SINGH,;
KLINGMULLER, 1983) e foi normalizada por meio de reca padrdo com diferentes
concentracdes definidas de AIA comercial (100, @0, 40, 20, 10 e 0 pg/mL). Como controle
positivo de producéo de AlA foi usado a bacté&seherichia coli da linhagem dH&.

O experimento de determinacdo de AIA (em pginfoi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado com 62 isolados bactesianama testemunha, com trés repeticdes. As

médias foram comparadas pelo teste de Tukey a S8tobtabilidade.
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2.2.8.3 Ensaio de solubilizagéo de fosfato inorg&

Trés placas com cada bactéria foram crescidas @dn 4 28°C em meio de cultura
solidificado com adicéo de fosfato inorganico {®4x),], de acordo com Verma; Ladha; Tripathi
(2001) e Rodriguez; Fraga (1999). A formacdo dehato transparente, em torno da colbnia,
indica a solubilizacdo de fosfato pela bactériga@anho do halo de solubilizacdo de fosfato é
resultante da subtragéo do valor do diametro da@ncldo diametro total do halo (NAUTIYAL,
1999).

O experimento de solubilizacdo de fosfato (diametohalo em cm) foi conduzido em
delineamento inteiramente casualizado, com 62dssl&dacterianos e uma testemunha, com trés

repeticdes. As médias foram comparadas pelo testelkky a 5% de probabilidade.

2.2.8.4 Ensaio de fixacao de nitrogénio

As mesmas bactérias foram avaliadas quanto a cigokecide fixar BN por meio do
crescimento em meio de cultura livre de nitrogé(d-b semi-solido). As bactérias foram
transferidas para tubos de ensaio, contendo 10 enine&lo de cultura NFb, e incubadas a 28°C
por 72 horas. A presenca de um véu (halo) no meieultura indicou a fixacdo de,Nvela
bactéria (DOBEREINER; BALDANI; BALDANI, 1995). Fora realizadas trés repeticdes para
cada isolado bacteriano.

2.2.8.5 Ensaio de promocdo de crescimento por indagdo de bactérias endofiticas em

sementes de soja

O ensaio foi conduzido com sementes de soja dovaul€onquista. Dezessete isolados
bacterianos foram selecionados para serem inoclza® sementes, para verificar o potencial de
promocao de crescimento em casa de vegetacdo.is&daldo apresentou uma, duas ou trés das
seguintes caracteristicas: capacidade de produ&ir sblubilizar fosfato e fixar nitrogénio. Dos

17 isolados, nove foram isolados de plantas geareBate modificadas e oito de plantas
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convencionais. Neste experimento, buscou-se utibzenesmo método descrito por Kuklinsky-
Sobral (2003). Para a obtencédo dos in6culos, dérmscforam cultivadas e mantidas em 100 mL
de meio liquido TSB 10% e CHOI 3 (TOYAMA, ANTHONY;IDSTROM, 1998), por um
periodo de 16 horas, sob agitacdo constante derd®0 As bactérias em cultivo foram
centrifugadas a 2.000 rpm, por 10 minutos, e rggsuidas em tampao PBS numa concentragcéo
de 16 UFC/mL. Paralelamente foi feita assepsia em sesseti¢ soja do mesmo cultivar, por
imersdo das sementes em hipoclorito de sédio 2jaffeal 3:1, seguida de cinco lavagens de 1
minuto em agua destilada esterilizada. A inoculad#@® bactérias nas sementes foi realizada por
meio da imersdo das mesmas nas suspensdes baderiaranutencdo destas sob agitacao de 100
rpm por 1 hora. ApOs este periodo, as sementemfoeiradas das suspensdes bacterianas e
semeadas em vasos (com capacidade para 900 mlarpesie lavados com hipoclorito de sodio
2,5%) contendo substrato (PlantMax Hortalicas, Exjae mantidos em casa de vegetacgao.
Anteriormente a instalacdo do experimento, as seaadaram submetidas ao teste de emergéncia
segundo as Regras para Analise de Sementes (BRASIR).

O experimento foi conduzido com dois controles eautastemunha: tratamento 18
(controle padrdo: sementes inoculadas com o isolEd845 dePseudomonas oryzihabitans
pertencente a colecao de bactérias do laboratoricaboratério de Genética de Microrganismos
“Prof. Jodo Lucio de Azevedo” do Departamento dedéiea, ESALQ/USP.); tratamento 19
(controle ndo inoculado: sementes submetidas dsiase em PBS, sem bactéria) e tratamento 20
(testemunha: sementes ndo submetidas a assepsimcnéiada em PBS e néo inoculada com
bactéria). Os tratamentos de 1 a 17 séo referansesnentes de soja inoculadas com diferentes
isolados bacterianos. Utilizou-se o delineamentpesmental em blocos ao acaso, com 20
tratamentos e nove repeticdes. Cada repeticioofoposta de um vaso com quatro sementes.
Apos seis e 12 dias de semeadura foi realizadatagem do numero de plantulas emergidas para
calcular o indice de emergéncia de cada tratamento, 0 objetivo de avaliar a influéncia das
bactérias na germinacdo das sementes e no desemmiy das plantulas. Apdés 14 dias da
semeadura realizou-se um desbaste, mantendo agermisms maiores plantas de cada vaso. O
experimento foi avaliado com 35 dias ap6s a semaaglas plantas foram coletadas mediante
retirada do substrato, com o auxilio de agua ctereds parametros avaliados foram altura e
massa da matéria fresca e seca da raiz e da pagge ®Rara avaliar a massa da matéria seca, as

plantas foram mantidas em estufa 4@@té a estabilizacdo da massa e, entdo, forandgmesa
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novamente. As caracteristicas avaliadas foram: géneia, altura das plantulas acima do colo e
determinacdo da matéria seca e fresca da parie eéiesistema radicular. A andlise de variancia
foi realizada para o delineamento experimenta @wodsl ao acaso, com uma parcela perdida, e as

médias dos tratamentos foram comparadas pelodeStakey a 5% de probabilidade.

2.2.9 Andlise estatistica

Os softwares utilizados para as andlises estatisticas foram HST Sistema para analises
estatisticas versdo 2.(AS (Copyright 1989-1996 do SAS Institute, Cary, NC, USA).

Resultados e discussao

2.3.1 Isolamento de bactérias endofiticas de semesitde soja

Por meio dos métodos utilizados foi possivel istlactérias endofiticas de diferentes
grupos morfolégicos a partir de sementes de saal@ilar a densidade bacteriana presente em
cada cultivar. Foram isoladas 3504 bactérias, s&@@8 (50,88%) no primeiro, 60 (1,71%) no
segundo e 1661 (47,41%) no terceiro isolamentajeeniando que a trituracdo € o melhor
método para isolar bactérias endofiticas de semeal#esoja. Das bactérias isoladas, 406 foram
armazenadas e 62 identificadas. Nao foram obsesvaménias nas placas usadas como controle
de assepsia superficial das sementes.

Nos isolamentos por trituracdo, a densidade deébast endofiticas, colonizando as
sementes de diferentes cultivares, nao diferidistamente (Tabela 2), principalmente devido
as diferencas encontradas em sementes distintamalenesma cultivar, com dados variando de 0
a 467 UFC/g de tecido.
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Tabela 2 — Densidade bacteriana total (média) slanento de bactérias endofiticas de sementes daltlzares de

soja, em dois experimentos realizados pelo métedatdracéo

Cultivares Densidade bacteriana total*
(UFC/g de tecido)
25x106 a
0,07x 18 a
0,02x 16 a
23x16 a
0,23x 16 a
0,02x 16 a
1,2x1G a

0,18 x 16 a

0,4x1G a

a

a

a

© 00 N o 0o B~ W N PP

0,12 x 16

0,08 x 16
12 0,01 x 16

Média geral 0,59 x Y0

Coeficiente de variacao (%) 36,2

N =
R O

* Os dados foram transformados por log X+10 paraesizada a analise estatistica. Médias segdiaasesma
letra na coluna néo diferem entre si pelo testéukey a 5% de significAncia.

O coeficiente de variacdo, apresentado na tabelai 2elativamente alto (36,2%). Em
alguns casos, diferentes repeticbes do mesmo &ataniveram valores muito discrepantes, ou
seja, o numero de UFC/g de tecido néo foi constaaserepeticbes do mesmo tratamento. Por
exemplo, o isolamento bacteriano do tratamentonorprimeiro isolamento, variou de 0 a 100
colbnias por placa. Esse fato pode ser explicatioyaeiabilidade das condi¢bes (como a possivel
presenca de sementes muito colonizadas por bacgrameio a outras nao colonizadas). Esta
precisdo na quantificacdo de bactérias endofipoae melhorar com o aumento do namero de
repeticbes e/ou com o aumento do numero de sempotaepeticdo. Sendo assim, os valores
apresentados na Tabela 2 séo estimativas das déesidacterianas médias para sementes de soja

de diferentes cultivares.
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Entretanto, os isolamentos resultaram na obtenedootbnias bacterianas em numero
suficiente para o estudo de diversidade, objetivdrdbalho. Kuklinski-Sobral (2003) observou
gue a densidade bacteriana isolada de soja sdfuénnia de fatores como cultivar, variacdes
sazonais, tratos culturais, estadio de desenvohtiondo hospedeiro e tecido amostrado, e isolou
de 1d a 16 UFCI/g, valores discrepantes comparados ao de sesngnédia de 5,9x10 UFC/g)
obtidos no presente trabalho.

Considerando o método de separacdo de cotilédaresagpisolamento bacteriano, foi
calculada a frequéncia de isolamento (numero devidwbs por numero de fragmentos
analisados). Estatisticamente, também né&o foramreddas diferencas entre as cultivares (Tabela
3).

Tabela 3 — Densidade bacteriana total (média) olarieento de bactérias endofiticas de sementes2ecnltivares

de soja, pelo método de separacéo de cotilédones

Cultivares Densidade bacteriana total*

(UFC/grama de tecido)
6,7x10 a

6,7 x 10"

4,0 x 10

NO**

4,0 x 10

NO**

53,3 x 10

NO**

NO**

53,3 x 10

NO**

12 NO**

Média geral 13,4 x 1b

Coeficiente de variacao (%) 71,65

© 00 N O O A~ W DN P

[EEN
o

[EEN
=
o 2 2 9 22 9 O 2 D QD D

* Os dados foram transformados pfK+1) para ser realizada a anélise estatisticaiddébguidas da mesma letra na
coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukedpalé significancia. **NO Nao observado o crescirodracteriano.
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N&o houve correlagdo entre os isolamentos pordgéo e por separacdo de cotilédones,
onde o valor de Rfoi de 0,26. Isso demonstra que os métodos danmsito empregados
obtiveram resultados divergentes, o que pode wsna discussdo sobre mecanismos de selecdo
gue podem ocorrer pelo uso de diferentes métodasaiemento, visto que se esperava uma
correlagéo significativa entre os dois isolamenfssfrequéncias de sementes possivelmente sem
bactérias cultivaveis nas condi¢cdes comparadamfoedculadas para os dois métodos utilizados,
baseadas no numero de placas onde nenhuma coddribskervada. Pelo método de trituragéo,
essa frequéncia foi de 50%, enquanto que para odméle separacdo dos cotilédones a
frequéncia foi de 72%. A maior frequéncia de sesresem bactérias cultivaveis no isolamento
de separacdo de cotilédones pode ser explicada faglodo tecido ser exposto durante a
trituracdo, facilitando o isolamento das bactédas sementes. Além disso, no isolamento por
trituracdo, foram utilizadas cerca de 50 semente®$, e a presenca de uma Unica semente com
uma alta densidade bacteriana pode ter “contamintmttas as outras. No isolamento por
separacao de cotilédones as sementes nao tivermatatacaentre si, portanto a frequéncia de
sementes sem bactérias cultivaveis aproxima-seatio xeal. Pelo fato da densidade bacteriana
ndo ser constante no método de separagdo de oaggdsugere-se que a tranferéncia de bactérias
em sementes de soja seja predominantemente halizontle as sementes seriam eventualmente
“contaminadas” durante 0 manuseio ou por meio d@resos, pequenos ferimentos, zona de
emissdo de raizes e injurias causadas por pratgralas. J& o método de trituracdo foi mais
eficiente para isolar um maior nimero de bacté&iasa maior diversidade bacteriana.

O presente trabalho isolou bactérias endofiticasselmentes de soja de diferentes
cultivares, convencionais e geneticamente modifisagermitindo a determinacdo de grupos
bacterianos cultivaveis. Os isolamentos realizgaomitiram observar que a densidade bacteriana
em sementes de soja é relativamente baixa (médib@ex 16) e que ndo se mantém constante,
variando entre sementes da mesma cultivar. Comg@@ndados de densidade bacteriana obtidos
com os de KUKLINSKY-SOBRAL (2003), que isolou ba@é endofiticas de outros tecidos de
Soja, observa-se que esses valores em sementegrdpram-se inferiores, comparados aos de
outros tecidos de soja. Ferreira et al. (2008) raugea transferéncia vertical de bactérias
endofiticas em sementes de eucalipto, uma vez quenanidade bacteriana de mantém estavel
em plantas. Segundo Azevedo; Araudjo (2007), embuceorganismos endofiticos sejam isolados

de sementes de algumas espécies de plantas, gaalnd® sdo transmitidas verticalmente por
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meio de sementes e, sim, horizontalmente, por aeei@berturas naturais ou artificiais. Depois da
penetracdo, esses microrganismos colonizam o heispedendo encontrados em todos os 6rgaos
e tecidos, inclusive o interior de células.

O método de trituragdo permitiu o isolamento denotaior nimero de colbnias bacterianas
e de um maior nimero de géneros, enquanto queadmde separacdo de cotilédones permitiu
determinar o indice de sementes sem bactériav&tdis nas condicdes comparadas, uma vez
gue neste método as sementes ndo entram em compémlindo que bactérias de uma semente

contaminem outra.

2.3.2 Origem dos isolados identificados

Dentre os isolados identificados, 22 (35,5%) foremmlados do primeiro isolamento
(trituracdo), 6 (9,7%)% do segundo (separacdo déédones) e 34 (54,8%) do terceiro
isolamento (trituracdo). Dos 62 isolados identdims, 23 (37%) sdo oriundos de plantas
geneticamente modificadas e 39 (63%) de plantagecmonais.

Alguns géneros bacterianos foram isolados tantgldetas convencionais quanto das
geneticamente modificadas. Sao elscrobacterium, Bacillus, Ochrobactrum, Paenibacillus e
Methylobacterium enquanto que outros foram exclusivos de plantastigamente modificadas
(Tsukamurella, Brevibacterium, Pseudomonas, Curtobacterium, Citrobacter, Enterobacter,
Sreptomyces, Chryseobacterium e Micromonospora) ou de plantas convencionaiBaftoea e
Acinetobacter). O género mais frequentemente isoladairietobacter) esteve presente somente
em sementes de plantas convencionais. A Tabelastranm nimero de isolados de cada cultivar

de soja e a identificacdo dos isolados.
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Tabela 4 - Identificacéo (género), distribuicdaexrjfiéncia dos géneros de bactérias endofiticaerdendées de soja
geneticamente modificada e convencional

Géneros Tratamentos
Tn°)* T (%) C(n°** C (%) Total (n°) Total (%)

Tsukamurella 1 1,61 0 0,00 1 1,61
Brevibacterium 1 1,61 0 0,00 1 1,61
Pseudomonas 3 4,84 0 0,00 3 4,84
Curtobacterium 1 1,61 0 0,00 1 1,61
Microbacterium 2 3,23 1 1,61 3 4,84
Pantoea 0 0,00 1 1,61 1 1,61
Acinetobacter 0 0,00 21 33,87 21 33,87
Citrobacter 1 1,61 0 0,00 1 1,61
Bacillus 5 8,06 6 9,68 11 17,74
Ochrobactrum 1 1,61 3 4,84 4 6,45
Paenibacillus 1 1,61 3 4,84 4 6,45
Enterobacter 2 3,23 0 0,00 2 3,23
Sreptomyces 1 161 0 0,00 1 1,61
Methylobacterium 2 3,23 4 6,45 6 9,68
Chryseobacterium 1 1,61 0 0,00 1 1,61
Micromonospora 1 1,61 0 0,00 1 1,61

Total de isolados por tratamento 23 37,10 39 62,90 g2 100

*T = Semente geneticamente modificada (trasgéntt@)= Semente convencional

2.3.3 ARDRA, sequenciamento parcial da regido 16NA e classificacdo filogenética dos

isolados bacterianos

De 3504 isolados obtidos nos trés isolamentosfd@d@sn selecionados e estocados. Estes
foram agrupados morfologicamente baseados em oonaf e tamanho das coldénias em 17

grupos, e destes, 176 foram escolhidos, ao acasoamnalise de ARDRA.
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Para avaliar a diversidade genética de parte dtedizs bacterianos, foi utilizada a técnica
de ARDRA, sendo avaliadas duas enzinh&isyl e Hhal. As clivagens das PCRs 16S rDNA, com
a enzimaMbol, apresentaram um maior numero de perfis de ¢@stridemonstrando ser mais
eficientes para discriminar as bactérias em diteseperfis de restricdo. Sendo assim, as andlises
obtidas com a enzimtdhal foram desconsideradas. Os produtos de PCR daord@S rDNA de
1400 pb foram clivados com a enzii&ol, gerando fragmentos de pouco menos de 1400 pb até
fragmentos com menos de 250 pb, todos consideptasa analise. Dos 176 isolados analisados,
12 perfis de restricdo foram obtidos, agrupandisosdos de acordo com os perfis de bandas.
Foi possivel observar de um a cinco fragmentos aa cm dos 12 perfis de restricdo gerados
(Figura 1). Isolados pertencentes a cada ribotgpani selecionados aleatoriamente para serem
identificados e serem submetidos aos experimentessg@ seguem. A Figura 1 mostra os 12
ribotipos obtidos em gel de agarose pela digestdBGCR 16S rDNA com a enzima de restricdo
Mbol.

Figura 1 -Gel de agarose com os perfis de bandas dos gripide® pela digestdo da PCR 16S rDNA com a enzima
de restricaddMbol. Cada canaleta representa um ribotipo. M = mameadlecular de 1Kb

De 3504 isolados obtidos, os 62 (15%) foram classlbs filogeneticamente. Um
fragmento de aproximadamente 500 pb do gene 163 rilNcada isolado foi sequenciado e a

classificagdo filogenética foi obtida mediante canagdo com sequéncias originadas de linhagens
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tipos, presentes no banco de dados do RDPQuery, npgio do software RDPQuery
(http://simo.marsci.uga.edu/ public_db/rdp_quemht(Anexo A). As sequéncias de DNA
obtidas foram comparadas com sequéncias originddainhagens tipos e consideradas as
sequéncias com os maiores valores de similaridpadeyariaram de 97% a 100% (Anexo A). O
sequenciamento parcial da regido 16S rDNA pern@itiessar parte da diversidade bacteriana
endofitica cultivavel de sementes de soja. Oéravi utilizados para selecionar os isolados para
serem identificados foram morfolégicos e baseadosnélise de ARDRA. Embora a distincédo
morfologica utilizada ndo seja a técnica mais addgupara a selecdo de isolados, associada a
técnica de ARDRA permitiu a identificacéo de 16ayés diferentes (Tabela 5).

Apés a identificacdo dos géneros bacterianos esidizpor meio do sequenciamento
parcial da regido 16S rDNA, observou-se que nermstad perfis foram constituidos de um Unico
género bacteriano, assim como foi observado quénergBacillus esteve presente em mais de
um perfil. O ribotipo 5 (Figura 1) foi o mais freznte, representado pelos génekoetobacter
e Methylobacterium, seguido do ribotipo 2 (Figura 1), representadogpgénerochrobactrum,
Microbacterium e Brevibacterium. A Tabela 5 mostra a distribuicdo e a frequéneis Bamilias
nos ribotipos obtidos por ARDRA.

Tabela 5 — Distribuicdo e frequéncia das Famil@assribotipos obtidos por ARDRA

(continua)
Perfil de - R Isolados incluidos
Familias Géneros .
ARDRA nos perfis (%)
Tsukamurellaceae
1 Tsukamurella 1

Brucellaceae, _ _
_ _ Ochrobactrum, Microbacterium
2 Microbacteriaceae e . ) 16
_ _ e Brevibacterium
Micrococcineae

Microbacteriaceae Curtobacterium 2
4 Enterobacteriaceae Pantoea 2
Moraxellaceae e Acinetobacter e
> Methylobacteriaceae Methyl obacterium 3

6 Enterobacteriaceae Enterobacter e Citrobacter 6
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Tabela 5 — Distribuicéo e frequéncia das Familassribotipos obtidos por ARDRA

(concluséo)

Perfil de - Isolados incluidos
Familias Géneros .

ARDRA nos perfis (%)

7 Paenibacillaceae Paenibacillus 6

8 Bacillaceae Bacillus 12

9 Bacillaceae Bacillus 10

10 Pseudomonadaceae e Pseudomonas e .

Flavobacteriaceae Chryseobacterium

Os dados de isolamento bacteriano obtidos estadoatdo com aqueles de KUKLINSKY -
SOBRAL et al. (2004), que isolaram de raizes, cslmdolhas de soja algumas bactérias dos
mesmos grupos, como Pseudomonadaceae e Enter@usmaer Dentre géneros descritos por
KUKLINSKY-SOBRAL et al. (2004) capazes de promowaescimento em plantas de soja,
Pseudomonas, Enterobacter, Pantoea e Acinetobacter foram obtidos nos isolamentos. Li et al.
(2008) isolaram bactérias endofiticas de ndédulossdm os génerofPantoea, Serratia,
Acinetobacter, Bacillus, Agrobacterium e Burkholderia.

Dos isolados identificados, 63% sao provenienteseaigentes convencionais, enquanto
gue 37% sao provenientes de plantas geneticamerdédicadas. A comunidade endofitica de
sementes de soja mostrou ser diferente nas planastradas convencionais e geneticamente
modificadas. Embora o numero de isolados amostrddoplantas geneticamente modificadas
tenha sido menor (37%), foi encontrada uma divadg@dmaior (15 géneros) comparada a
comunidade isolada de plantas convencionais (€gtergs). Alguns géneros identificados foram
comuns para os dois tratamentos. Com esses remiit@ith se pode generalizar que exista uma
maior diversidade em plantas geneticamente moddgauma vez que ndo se sabe exatamente o
local e as condigbes de cultivo das plantas andzstraA transgenia pode interferir na
comunidade endofitica de uma planta, porém existeitos outros fatores que influenciam na
diversidade da microbiota (ARAUJO; ROSSETTO; KUKIGKY-SOBRAL, 2008). Essa
observacao aplica-se também aos resultados dosregpeos seguintes, onde sdo mostradas as

diferencas de comunidade e de caracteristicasifgcet de isolados oriundos de sementes
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transgénicas e convencionais. Na Tabela 6 € mast&radassificacdo das sequéncias parciais do

gene 16S rDNA dentro dos tratamentos T e C.

Tabela 6-Classificacdo das sequéncias obtidas por meio gieeseiamento parcial do gene 16S rDNA dos isolados

bacterianos dentro dos tratamentos e valores dertond ecoldgica

Ordem T C** Familia T C Género T C
Pseudomonadales 3 21 Pseudomonadaceae 3 Pseudomonas 3
Moraxellaceae 21  Acinetobacter 21
Bacillales 6 9 Bacillaceae 5 6 Bacillus 5 6
Paenibacillaceae 1 3 Paenibacillus 1 3
Actinomycetales 7 1 Microbacteriaceae 3 1 Microbacterium 2 1
Curtobacterium 1
Streptomycetaceae 1 Streptomyces 1
Micromonosporaceae 1 Micromonospora 1
Tsukamurellaceae 1 Tsukamurella 1
Micrococcineae 1 Brevibacteriaceae 1
Rhizobiales 3 7 Brucellaceae 1 3 Ochrobactrum 1 3
Methylobacteriaceae 2 4 Methylobacterium 2 4
Flavobacteriales 1 Flavobacteriaceae 1 Chryseobacterium 1
Enterobacteriales 3 1 Enterobacteriaceae 3 1 Pantoea 1
Enter obacter 2
Citrobacter 1
Total 23 39 23 39 23 39
Cobertura ecologica 0,83,60 0,42 0,71 0,36 0,71

*T = Semente geneticamente modificada (trasgént¢&)= Semente convencional

Os valores de cobertura ecoldgica sédo calculadlzs fpemula C=144/N), onden é o

namero de grupos representados por apenas umdadjvéN o nimero total de grupos. Esses
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valores mostram que, de acordo com a amostragéiradé, a maior parte das ordens de plantas
geneticamente modificadas foi acessada (0,83massino as familias (0,71) e género (0,71) de
plantas convencionais. Os valores menores (0,812 €,0,36) indicam a necessidade de uma
amostragem maior para obter uma cobertura ecolGgptsfatéria para ordem de plantas
convencionais e familias e géneros de plantasiganente modificadas. Os valores de cobertura
ecoldgica calculados demonstram que ainda existediversidade a ser explorada nas amostras,
onde a cobertura ecoldgica foi de 83%, 42% e 36% @aem, familia e género, respectivamente
de sementes geneticamente modificadas e de 60%,e7I%% para ordem, familia e género,
respectivamente de sementes convencionais. Cortuitoimle estimar a diversidade endofitica
bacteriana de raiz de arro@rfza sativa L.), Sun et al. (2008) utilizaram técnicas molecesa
independentes de cultivo, uma vez que as condidéasescimento das bactérias muitas vezes
sdo desconhecidas. Por meio do sequenciamentdld#dia do gene 16S rDNA de amostras de
raizes da planta, em seu trabalho foi obtida unteertara ecoldgica de 90,6% para espécies.
Embora com o uso de técnicas moleculares seja vpbsatessar uma maior diversidade
microbiana, a técnica dependente de cultivo permiteanuseio dos microrganismos para outros

fins, como para a sua exploracao biotecnolégica.

2.3.4 Andlise de diversidade e rarefacao

Buscou-se amostrar para identificagdo a maior sidade possivel de bactérias por meio
da morfologia (visualmente) e por perfis da técoiedARDRA. As 62 bactérias selecionadas para
identificacao representam 1,8% do total de bactésaladas (3504). Essas foram identificadas e
tiveram parte da regido 16S rDNA analisadas pedsgetde rarefacdo por meio doftware
DOTUR, estimando os indices de diversidade (Shalieaver) (HILL et al., 2003) e de riqueza
de espécies (Chaol) (CHAO; LEE, 1992). O indic8li@nnon-Weaver (H) € o mais comumente
utilizado para calcular a diversidade de amostnasientais (HILL et al., 2003).

A diversidade e a estrutura de comunidades mianaBiavariam com o tamanho da
amostra, pois, quanto maior o tamanho da amostirré a probabilidade de serem amostradas
espécies raras. Portanto, ndo € possivel compataessidade apenas contando o numero de

espécies; é levada em consideracdo a ocorrénaiaidades taxonémicas operacionais (UTOs),
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gue podem ser representadas por sequéncias de ABSA(BOND et al., 1995). Ainda, a
contribuicdo de cada espécie varia para o calcalalidersidade, uma vez que seus papeis
funcionais sao diferentes na comunidade. Paraauloato indice de diversidade (Tabela 7), a
abundancia relativa de cada espécie tem pesoséstatiferente. Espécies raras tém menor peso
no célculo comparado as espécies comuns, contdbumenos para o valor do indice de
diversidade. A estimativa do niumero de espéciasmedeterminada amostra varia na proporgéo
direta do nimero de individuos amostrados. Pacemgaracao de amostras de numeros diferentes
de individuos, € aplicado o procedimento estatistiamado de rarefacdo. A analise de rarefacéo
relaciona o numero de espécies (diversidade) enartho da amostra. Assim, no geral amostras
maiores ddo origem a amostras totais maiores (RERL, 1996). Foi realizada a analise de
rarefacdo para o grupo total de sequéncias, mdstrado haver saturacdo do numero de
sequéncias analisadas (Figura 2). Pelo fato dateages restrita, comparada a diversidade
presente em sementes, ndo se pode inferir quelisofaovenientes de plantas convencionais ou
de geneticamente modificadas sdo mais ou menasrgéis para qualquer uma das caracteristicas
fenotipicas avaliadas neste estudo. As diferengasamunidades s&o pertinentes apenas as
sementes estudadas, portanto essas caracterisicapodem ser generalizadas para outros
estudos do género.

Tabela 7 — indicede diversidade e riqueza obtidos a partir da anéls sequéncias parciais do gene 16S rDNA dos
isolados bacterianos endofiticos de sementes de soj

Diversidade
(Shannon-Weaver) Rigueza (Chaol)
Unicas 3,68 (+ 0,19) 91 (63-160)
99% 3,05 (£ 0,27) 52 (38-96)
97% 2,71 (+0,28) 44 (29-97)

95% 2,27 (+ 0,28) 31 (20-84)
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UTOs

0 10 20 30 40 50 60 70

Numero de sequéncias
—e— unique —=— 99% 97% —— 95%

Figura 2 —Analise de rarefacdo das sequéncias analisadasemtiés niveis de similaridade para a determindg&o
UTOs (Unicas, 99%, 97% e 95%)

A curva de rarefacdo, quando tende a um platedicaique a amostragem foi suficiente
para acessar a comunidade estudadeér®, no trabalho d8un et al. (2008)esta curva tende a
crescer, indicando quee comunidade foi pouco acessada e que ha uma eworersidade a ser
exploradaAs analises foram baseadas nas sequéncias paeigene 16S rDNA, obtidas a partir
de 62 isolados bacterianos de sementes de sojatidativa do numero possivel de UTOs
(Riqueza de espécies Chao I) para a comunidadertzanct avaliada revela valores maiores aos
obtidos por isolamento. Isso se justifica, prinbigente devido a utilizacdo de um Unico método
para o isolamento das bactérias e talvez ao oritieriselecado (morfologia de colbénias) de isolados
adotado para a identificacdo. O fato de ter sidzatio apenas um meio de cultura associado a
uma temperatura de incubacgéo pode ter sido lingifaata o crescimento de bactérias fastidiosas e
nao cultivaveis.

Vale ressaltar que os indices de diversidade vaeamfuncdo do tamanho da amostra,
onde as espécies raras tém peso diferente dasesspwis frequentes para o calculo. A presenca
de bactérias ndo cultiviveis em sementes de saja per acessada por técnicas de biologia

molecular, possibilitando calcular mais precisamens valores de cobertura ecolégica e o0s
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indices de diversidade e riqueza. Por outro ladm pxperimentos de promocao de crescimento é

necessario isolar as bactérias.

2.3.5 Andlises funcionais das bactérias isoladas sementes de soja

Uma vez que a amostragem de isolados bacterianioa s&do realizada buscando a maior
diversidade possivel, ndo foi selecionado o mesinmeno de isolados de cada tratamento
(cultivares cv 1 a cv 12). Portanto, para evitaggieeis erros de analise estatistica, os tratamento
(cultivares) de sementes foram agrupados em daipogr para aumentar o numero de
representantes de cada tratamento nos ensaiosag@m@ismo, producdo de AlA, solubilizacéo de
fosfato, fixacdo de Ne promocdo de crescimento em casa de vegetacamat@sentos sao:
plantas geneticamente modificadas (transgénicag), que inclui os tratamentos cv 1 a cv 6; e
convencionais ou C, que inclui os tratamentos awx¥ 12. O tratamento T é representado por 23

isolados e o tratamento C por 39.

2.3.6 Ensaio de antagonismo

Dentre os 62 isolados bacterianos avaliados coftréungos fitopatogénicos, 11
apresentaram ter algum tipo de acdo de controle spblo menos, um dos fungos, equivalente a
18%. Os resultados das interacGes entre as bacetiwa fungos sdo apresentados na Tabela 8.
Algumas das bactérias tiveram agao sobre mais dgogrfungos avaliados. Dois isolados, ambos
do génerdDchrobactrum, apresentaram ter acéo sobre mais de um dos fargbado. O isolado
54D(42) deOchrobactrum sp., teve agéo sobre 4 dos 6 fungos avaliados@awo 53B (59) do
mesmo género teve acao sobre 3 deles. Dois isozmagneroBacillus mostraram ter efeito
antagonista contrgusarium oxysporum, com diferentes tipos de interacdo (Tabela 8)oGazt
al. (2007) isolaram do rizoplano de abac#&esellinia necatrix, bactérias identificadas como
Bacillus sp. e as caracterizaram como antagonistas a pa®gke plantas, entre elEgsarium
oxysporum. Melo (1995) descreve a capacidade de isoladoBsdedomonas spp. eBacillus

subtilis em controlafFusarium solani. Dos isolados bacterianos que apresentaram aligonde
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interacdo com os fungos, 4 (36%) sao proveniengeplahtas geneticamente modificadas e 7
(64%) de plantas convencionais. Os isolados nadast na Tabela 8 ndo demonstraram qualquer
acao sobre os fungos (classificados como Sl ouisirigdo). A presenca de bactérias que néo
formaram halo de inibicdo contra os fungos fitogatocos sugere a producdo de compostos
volateis, uma vez que diminuiram radialmente argaldingica, ou mesmo modificaram as
caracteristicas morfolégicas. Embora seja dada ateig;do para antagonistas produtores de halo
de inibicdo em cultura pareada, sabe-se que alghatdérias produzem compostos volateis, com
acao inibitéria de fungos e ndo compostos difurgligelo agar do meio de cultura. Fernando et
al. (2005) identificaram seis compostos volateigsmidomonas spp. inibidores do crescimento
micelial de Sclerotinia sclerotiorum. O géneroAcinetobacter também é conhecido por ter
propriedades antifangicas. Liu et al. (2007) desmme isolados deAcinetobacter como
antagonistas de diversos fungos fitopatogénicodre erles Phytophthora, Rhizoctonia e

Fusarium.

Tabela 8 - Tipos de interag&o entre os isoladotelianos endofiticos de sementes de soja e fulitppsifogénicos

(continua)

Isolados bgcetgrei;%sos Tratamentos Fungos Tipo de interacao*
11B (2)  Brevibacterium T C. kikuehii (soja) HI
3C (6) Microbacterium T F. oxysporum (algoddo) BE

80A (13)  Acinetobacter C F.oxuysporum (algoddo) a4 g

43A (25) Bacillus T F. oxysporum (algoddo) AF

91A (29)  Acinetobacter C C. kikuchii (soja) AF

54D (42) Ochrobactrum c F. samitectum (soja) AF

54D (42) Ochrobactrum c F. oxysporum (feij&o) AF

54D (42) Ochrobactrum C C. kikuchii (soja) AF

54D (42) Ochrobactrum ¢ F. oxysporum (algodéo) AF+ BE

129B (46) Acinetobacter C F. oxysporum (algodéo) AF+BE

41B (52) Bacillus C F.oxysporum (algodéo) BE
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Tabela 8 - Tipos de interacéo entre os isoladotetianos endofiticos de sementes de soja e fuitgpatogénicos

(concluséo)

Géneros

Isolados bacterianos  Tratamentos Fungos Tipo de interacao*
4E (7)  Microbacterium T F. oxysporum (algodéo) BE

56B (44) Ochrobactrum C F. oxysporum (algodéo) BE

53B (59) Ochrobactrum C F. oxysporum (feijao) AF

53B (59)  Ochrobactrum C C. kikuehii (soja) AF

53B (59) Ochrobactrum C F. oxysporum (algoddo) AF+ BE

HI: com halo de inibi¢cdo; AF: com acao fungigt#t BE: com baixa esporulacéo.

2.3.7 Bactérias produtoras de acido-indol-acético A{A), solubilizadoras de fosfato e

fixadoras de nitrogénio

A avaliacdo do experimento revelou que todos okdss avaliados foram capazes de
produzir alguma quantidade de AIA (em pg:hde cultura), sendo 14 os maiores produtores de
AlIA. Os valores de producéo de AIA variaram de 2gomL” a 34,9 pg.ml (Tabela 9). Dentre
eles, 7 isolados (ou 50%) s&o provenientes degdaggneticamente modificadas e 7 isolados (ou
50%) de plantas convencionais. Alguns génerosaiwetodos os isolados produtores de AlA,
como por exemplo, o géne€chrobactrum, enquanto que outros géneros tiveram isolados com
alta ou baixa producdo, como € o caso do géAenmetobacter (Tabela 9). Tsavkelova et al.
(2007) relatam variacdes na biossintese de AIA por linhag#go mesmo géneros bacterianos.
Kuss et al. (2007) obtiveram valores de producédlde por bactérias diazotréficas endofiticas
(Azospirillum spp.), variando entre 2,79 e 13,4@ mL* quando quantificado em meio de cultura.
Crozier et al. (1988) quantificaram a producéo da rfambém deAzospirillum sp. isolados de
milho, obtendo valores entre 1,4 e 26d mL*. Selvakumar et al. (2008) isolaraBacillus e
Enterobacter de nodulos de kudzuPgeraria thunbergiana) capazes de produzir AIA na
concentracdo de 6,5 pg.fLEsses mesmos isolados foram capazes de promares@mento
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de plantulas de trigo por meio do aumento do camguio e da biomassa da raiz e plantulas. Foi

relatado o aumento do desenvolvimento do sistetiaular como consequéncia da inoculacéo de
isolados deéPseudomonas produtoras de AIA em plantas (PATTEN; GLICK, 20D2Zbeixeira et
al. (2007) isolaram de mandiocMdnihot esculenta) bactérias endofiticas dos subgrupos g-

Proteobacteria, Bacilli e Actinobacteria produtatasAlA.

Porém, a producdo de AIA pode ser dependente mtefano, que pode ser limitado em

condicOes naturais. A habilidade de sintetizar A, presengca e na auséncia de triptofano,

aumenta o potencial de eficacia do microrganismo cemdicdes de campo (SERGEEVA;
HIRKALA; NELSON, 2007).

Tabela 9 — Identificacao, tratamento, producéo e solubilizacdo de fosfato e fixacdo de nitrogepelos isolados
bacterianos endofiticos de sementes de soja. Gsdadtam originados de trés repeticBes e valores da
mesma coluna seguidos da mesma letra ndo diferem@ipelo teste de Tukey a 5% de significAncia

(continua)
Isolado Identificacdo Tratamento**  AIA Halo de Fixacéo
(u.mLY)  solubilizacdo de de N
fosfato (cm)

1D (1) Tsukamurella sp. T 52 i 00 g -
11B (2) Brevibacterium sp. T 2,6 i 00 g -
16A (3)* Pseudomonas sp. T 8,9 ih 6,2 b -
10A (4) Curtobacterium sp. T 4,7 | 0,5 fg -
31D (5) Microbacterium sp. C 45 i 0,0 g -
3C (6) Microbacterium sp. T 3,01 0,0 g -
4E (7) Microbacterium sp. T 351 00 g -
33B (8)* Pantoea sp. C 34,9 a 6,0 b -
13C (9)* Methylobacterium sp. T 3,51 2,2 def +
14A (10)  Methylobacterium sp. T 331 00 g -
36B (11)  Methylobacterium sp. C 29 i 0,0 g -
38D (12)*  Methylobacterium sp. C 3,9 0,0 g +
80A (13) Acinetobacter sp. C 2,6 i 0,8 efg -
98A (14) Acinetobacter sp. C 35 00 g -
115B (15) Acinetobacter sp. C 29 i 00 g -
85A (16) Acinetobacter sp. C 39i 00 g -



63

Tabela 9 — Identificacdo, tratamento, producao ke solubilizacédo de fosfato e fixacdo de nitrogépelos isolados
bacterianos endofiticos de sementes de soja. Gssdatam originados de trés repeticBes e valores da

mesma coluna seguidos da mesma letra ndo difereensipelo teste de Tukey a 5% de significAncia

(continuacgéao)

Isolado Identificacéo Tratamento**  AlA Halo de Fixacao
(u.mLY  solubilizagdo de de N,
fosfato (cm)

100A (17) Acinetobacter sp. C 3,81 00 g -
101A (18)* Acinetobacter sp. C 2,8 i 00 g +
108E (19) Acinetobacter sp. C 2,8 i 00 g -
97A (20)* Acinetobacter sp. C 57 i 6,0 b +
26C (21)* Enterobacter sp. T 23,2 def 53 bc -
62A (22)* Citrobacter sp. T 16,7 fg 4,7 bc +
110A (23) Acinetobacter sp. C 3,81 0,2 g -
43A (25) Bacillus sp. T 3,71 00 g -
68G (26)*  Methylobacterium sp. C 4,0 i 00 g +
68l (27) Methylobacterium sp. C 34 i 0,0 g -
78A (28) Acinetobacter sp. C 50 i 00 g -
91A (29)* Acinetobacter sp. C 27,4 abcd 1,3 efg +
110B (30) Acinetobacter sp. C 2,8 i 00 g -
131A (31) Acinetobacter sp. C 3,31 00 g -
118B (32)* Acinetobacter sp. C 3,81 00 g +
59A (33)* Pseudomonas sp. T 20,1 defg 3,7 cd +
42A (34) Bacillus sp. C 3,0i 00 g -
121B (35) Bacillus sp. C 29 i 00 g -
6A (36) Bacillus sp. T 58 i 2,5 de -
15C (37)* Pseudomonas sp. T 6,6 i 6,5 ab -
24E (38)* Ochrobactrum sp. T 23,9 cdef 0,5 fg -
47A (39) Bacillus sp. T 2,6 i 00 g -
73B (40) Bacillus sp. C 2,9 i 00 g -
107A (41) Bacillus sp. C 6,5 i 1,0 efg -
54D (42) Ochrobactrum sp. C 23,0 def 0,5 fg -
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Tabela 9 — Identificacao, tratamento, producéo e solubilizacéo de fosfato e fixacdo de nitrogepelos isolados
bacterianos endofiticos de sementes de soja. Gss dachm originados de trés repeticdes e valores da
mesma coluna seguidos da mesma letra ndo diferemspelo teste de Tukey a 5% de significAncia

(concluséo)

Isolado Identificagcéo Tratamento**  AlA Halo de Fixacao
(u.mL?Y  solubilizacdo de de N,
fosfato (cm)

27E (43)  Chryseobacterium sp. T 18,9 efg 0,0 g -
56B (44)* Ochrobactrum sp. C 25,6 bcde 0,3 fg

64E (45) Paenibacillus sp. T 2,6 i 00 g

129B (46) Acinetobacter sp. C 15,0 gh 0,0 g

70A (47) Acinetobacter sp. C 8,4 ih 0,6 efg

69B (48) Acinetobacter sp. C 2,7 i 0,0 g

124D (49) Paenibacillus sp. C 3,51 00 g

125E (50) Paenibacillus sp. C 3,31 00 g

35A (51) Paenibacillus sp. C 251 00 g

41B (52) Bacillus sp. C 34 00 g

106B (53) Bacillus sp. C 57 1,0 efg

61A (54)* Bacillus sp. T 4,4 | 00 g

71A (55) Acinetobacter sp. C 58 0,3 fg

82A (56) Acinetobacter sp. C 34 00 g

67A (57)* Enterobacter sp. T 31,7 ab 8,3 a

46A (58) Bacillus sp. T 3,2 i 0,0 g

53B (59) Ochrobactrum sp. C 22,1 defg 0,5 fg

129D (60) Acinetobacter sp. C 35 4,0 cd

122D (61) Acinetobacter sp. C 3,81 0,2 g

19A (62) Sreptomyces sp. T 29 i 00 g

22A (63) Micromonospora sp. T 39i 00 g

dH5a Escherichia coli 31,0 abc

* isolados bacterianos selecionados para o ensggramocao de crescimento de plantas de soja eardeas
vegetagéo **T = Semente geneticamente modificadadénica); C = Semente concencional; + = Isoléidadores

de nitrogénidn vitro; - = Isolados ndo fixadores de nitrogémaitro;
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Os mesmos isolados foram avaliados quanto a cagaicitk solubilizar fosfato inorgéanico
invitro (Tabela 9). A presenca de um halo em torno dan@ldacteriana indicou a capacidade da
bactéria de solubilizar fosfato. Das 62 bactériealiadas, 24 (39%) foram capazes de formar
halo, porém somente 11 isolados (18%) tiveram Halficientemente grande para diferir
estatisticamente daqueles que ndo produziram @atoelhor indice de solubilizacdo de fosfato
foi observado para o isolado 67A(57) Beterobacter sp., com halo de 8,3cm, e o menor indice
foi observado no isolado 122D(61) Aeinetobacter sp. (Tabela 9). Apesar deste isolado formar
um halo de 0,2cm, este valor ndo difere estatistitde de zero, segundo a andlise estatistica.
Houve diferenca significativa de frequéncia deddok capazes de solubilizar fosfato de plantas
geneticamente modificadas e convencionais. Dergrélomaiores solubilizadores de fosfato, 8
sdo provenientes de plantas geneticamente modicéilequéncia de 73%) e 3 de plantas
convencionais (frequéncia de 27%). A média dos tdnms dos halos dos maiores solubilizadores
de fosfato de plantas geneticamente modificadagiéo4,92 cm, enquanto que a média dos
isolados de plantas convencionais € de 5,33 cm.élliandos tamanhos dos halos dos dois
tratamentos € de 5,03cm. Forchetti et al. (2003laiam Bacillus sp. endofiticos de girassol
(Helianthus anuus) solubilizadores de fosfato. Ja Pandey et al. g2@@screvem um isolado de
Pseudomonas putida solubilizador de fosfato e comprovam a sua capaleidde promocdo de
crescimento em milho em condi¢cdes de casa de \Eget® fésforo desempenha na planta um
papel estrutural e funcional, sendo imprescindieetransferéncia de energia, fundamental para o
desenvolvimento da planta (GONCALVES et al., 20803olubilizacdo de fosfato por bactérias é
um mecanismo direto de promocao de crescimentolateap(RODRIGUEZ; FRAGA, 1999),
sendo esta uma das medidas utilizadas para euitficééncia nutricional de fésforo em plantas.
Diversos géneros bacterianos tém sido descritoso csotubilizadores de fosfato, entre eles
Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, Burkholderia, Achromobacter, Agrobacterium, Microccocus,
Flavobacterium e Erwinia (RODRIGUEZ; FRAGA, 1999).

Os isolados foram submetidos ao ensaio de fixagdmitlogénio, onde as bactérias
capazes de crescer e formar uma pelicula (halohaio de cultura NFb foram capazes de fixar
nitrogénio (Tabela 9) (DOBEREINER; BALDANI; BALDANI 1995). Dos 62 isolados
bacterianos avaliados, 11 (18%) foram capazesxde fitrogénio. Os géneros positivos para o
ensaio foramPseudomonas (1 isolados),Acinetobacter (4 isolados),Citrobacter (1 isolado),

Bacillus (1 isolado) Enterobacter (1 isolado) eMethylobacterium (3 isolados) (Tabela 9). Seis de
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11 isolados (54,5%) fixadores de nitrogénio saovementes de plantas geneticamente
modificadas, enquanto que cinco de 11 (45,5%) sdlados de plantas convencionais. Li et al.
(2007) descrevem isolados bacterianos de noduleejdeprodutores de AlA, solubilizadores de
fosfato e fixadores de nitrogénio, e ainda sugempotencial para a promoc¢ao de crescimento
de plantas. Teixeira et al. (2007) descrevem hasténdofiticas de mandioca com capacidade de
fixar nitrogénio, inclusivé’seudomonas.

Além de determinar a densidade bacteriana e aif@lag8o taxondmica, foi possivel
avaliar o potencial biotecnolégico de aplicacdo adados para o crescimento de plantas. Os
diferentes isolados de plantas geneticamente moadds (tratamento T) e convencionais
(tratamento C) apresentaram caracteristicas dimtrgequanto a capacidade de solubilizar
fosfato, sintetizar AIA, fixar nitrogénio e contanlo crescimento de fungos fitopatogénicos. Dos
62 isolados avaliados, 11 (18%) foram positivos@afixacdo de nitrogénio, 14 (23%) melhores
para a producdo de AlA, 11 (18%) melhores paral@sizacéo de fosfato e 11 (18%) para o
antagonismo contra fungos fitopatogénicos. Emberaltmmeros tenham sido préximos ou iguais
entre os testes, ndo necessariamente 0os mesmagosdbram positivos para todos 0s ensaios.
Com as avaliagOes fisiologicas, foi observado gsi@solados utilizados tém potencial para a
promocdo de crescimento vegetal. Diversos traballéoa descrevendo o uso de bactérias
endofiticas produtoras de auxinas na promocaoeaseionento de plantas. Sergeeva et al. (2007)
descreveram a producdo de AIA gRantoea agglomerans spp.isoladas da rizosfera de plantas
leguminosas e a habilidade de promocéo de crestwnpam meio do aumento significativo do
comprimento e da massa da matéria fresca do teailoular de canola. Asghar et al. (2002)
relataram a promocao de crescimenmtovitro de Brassica sp. por diversas rizobactérias

produtoras de auxinas inoculadas em sementes.

2.3.8 indice de emergéncia de plantulas

Foi avaliado o indice de emergéncia das plantydés seis e 12 dias da semeadura. Houve
uma diminuicdo de 33% na taxa de emergéncia dadufdd do tratamento 19 (controle néo
inoculado: sementes tratadas com assepsia supe®icPBS, sem bactérias) em relacdo ao

tratamento 20 (testemunha), onde 100% das planerdasrgiram. Esse dado indica que o
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tratamento de assepsia superficial das semensegiado a agitacdo em tampao PpBiogphate
buffered solution), afetou a emergéncia. O método utilizado ndoedligara a inoculacdo de
bactérias em sementes de soja, podendo-se empesfbagos para aperfeicoar o processo de
inoculacdo de bactérias em sementes de soja. Naaldvaliacdo de emergéncia (12 dias depois
da semeadura), a porcentagem de emergéncia da@snérgbs em relacdo a testemunha
(tratamento 20) aumentou de 31% (tratamento 14P% T(tratamento 2), indicando que a
inoculacdo das bactérias nas sementes atrasourgéewia. O tratamento 19 (controle) diminuiu
a porcentagem de emergéncia em 35% em relacdat@ameénto 20 (testemunha). Observa-se
também que a velocidade de emergéncia dos tratasifenmtafetada, uma vez que o tratamento 20
havia 89% de plantulas emergidas depois de seddisemeadura, enquanto que o tratamento 2,
por exemplo, havia apenas 48%.

Além de afetar a emergéncia, o estresse causadoapsépsia e manipulacdo pode ter
interferido na colonizagdo das sementes pelasrmEgt€omo salientam Peixoto Neto; Azevedo;
Araujo (2002), certas condicdes ambientais podemerfacom que endofiticos se tornem
patdgenos, causando danos a planta, ja que nde arislimite claro entre eles. Bressan (2003)
relatou Sreptomyces spp. para o controle de fungos em sementes de ,npllvém seu uso

diminuiu o desenvolvimento da parte aérea e dassai

2.3.9 Ensaio de promocéao de crescimento de plantavivo

A Tabela 10 mostra os resultados da avaliacdo geremento de casa de vegetacéo.
Comparando os efeitos do tratamento 19 (contradeimi@culado: sementes tratadas com assepsia
superficial e PBS, sem bactérias) em relacdo tentento 20 (testemunha), observa-se que houve
uma tendéncia da diminuicdo da massa e da altlsapletas na maioria dos parametros
avaliados. Conclui-se que a assepsia superficial sgementes inibiu o desenvolvimento das
plantas. Uma vez que as sementes de todos os eratasrforam submetidas a assepsia superficial
e a agitacao em tampao PBS, os resultados obtidas fcomparados ao tratamento 19 (controle
nao inoculado).

Depois de aproximadamente 30 dias que o experintenf@romocao de crescimento em

casa de vegetacdo havia sido implantado, algunaa$agl apresentaram necrose nas bordas das
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folhas jovens, um dos sintomas visiveis de defaig&rde cobre (MALAVOLTA, 1997). A
deficiéncia de cobre geralmente causa, entre oginb@mas, necrose nas pontas dos foliolos das
folhas novas e prossegue pelos bordos dos folimes|tando em folhas com aparéncia de perda
de turgidez e de agua, aparentando que secaramKBRR et al., 1994). A incidéncia e a
severidade dos sintomas foram avaliadas dandotas @ para plantas sem sintomas; “1” para
plantas com poucos sintomas (com pequenos pontossaelos ao longo da borda da folha) e “2”
para folhas com parte da &rea foliar necrosadairfega andlise estatistica ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos quanto a defw# de cobre, portanto ndo houve correlagéo

entre a deficiéncia e a inoculacédo de qualquerdasdactérias das sementes.



Tabela 10 — Efeito da inoculacdo de sementes @ecemn bactérias endofiticas no desenvolvimentol@eas aos 35 dias e na
ocorréncia de deficiéncia de cobre

Massa matéria

Massa

Altura Massa Massa matéria Massa matéria Massa matéria L Sintomas
parte aérea fresqa parte matériaseca  fresca raiz seca de raiz fresca tota materia seca (deficiéncia
Tratamento Identificacéo Isolado aerea parte aérea total cobre)
(cm) © @ @ @ ) ©
1 Pseudomonas sp. 16A(3) 1532 b 1,23 bc 0,26 c¢ 1,69 fg 0,14 bcdefg812 efg 0,41 bc 0,76 a
2 Pantoea sp. 33B(8) 17,07 ab 1,59 ab 036 abc 1,95 cdefg 0,17 a2,57 bcdef 053 ab 050 a
3 Acinetobacter sp.  97A(20) 16,93 ab 1,47 abc 0,34 abc 2,41 abcd O0,Mxcded 3,88 abcde 050 ab 056 a
4 Citrobacter sp. 62A(22) 17,79 ab 1,62 ab 0,38 a 183 defg 0,16 ab@&51 bcdefg 054 ab 0,89 a
5 Acinetobacter sp.  91A(29) 17,43 ab 1,61 a 0,37 a 225 bcdef 0,17 ab,853 abcde 055 a 061 a
6 Pseudomonas sp. 15C(37) 18,50 ab 1,60 ab 038 a 245 abcd 0,16 eabotil4 abc 054 ab 050 a
7 Ochrobactrumsp.  24E(38) 1875 a 174 a 038 a 297 a 016 abc 473& 054 a 050 a
8 Enterobacter sp. 67A(57) 17,71 ab 1,61 ab 0,37 ab 2,36 abcde 0,19 8,99 abcd 056 a 0,72 a
9 Enterobacter sp. 26C(21) 17,43 ab 1,66 a 0,39 a 1,62 fg 0,13 bcd&¥@®8 cdefg 052 ab 0,67 a
10 Ochrobactrumsp.  56B(44) 17,33 ab 1,64 ab 0,37 abc 2,39 abcd 0,1&dedb 3,78 abcde 050 ab 0,88 a
11 Pseudomonas sp. 59A(33) 18,07 ab 1,37 abc 0,32 abc 1,65 fg 0,12 gldef3,18 cdefg 0,44 abc 1,12 a
12 Methylobacteriumsp. 68G(26) 17,79 ab 1,61 ab 037 a 168 efg 0,13 bdefg,32 cdefg 050 ab 0,78 a
13 Acinetobacter sp.  101A(18) 17,57 ab 1,60 ab 0,36 abc 1,95 cdefg 0,12 cdefgd8 3bcdefg 0,48 abc 0,72 a
14 Acinetobacter sp. 118B(32) 1550 b 1,16 o 0,27 bc 1,31 g 0,09 h 2,479 036 ¢ 056 a
15 Bacillus sp. 61A(54) 17,86 ab 1,42 abc 0,35 abc 1,33 g 0,11 fgk,70 fg 0,44 abc 0,67 a
16 Methylobacteriumsp. 13C(9) 16,57 ab 1,43 abc 0,32 abc 1,28 g 0,11 gh 70 2, fg 0,44 abc 0,56 a
17 Methylobacteriumsp. 38D(12) 16,04 ab 1,48 abc 0,34 abc 1,48 g 0,12 efgh99 defg 045 abc 044 a
18 (controle padrdo)  P. oryzihabitans EN345 16,67 ab 1,53 abc 0,36 abc 2,52 abc 0,15ef@pcd4,00 abcd 050 ab 0,67 a
lgig%ocrzjtlg)(lji)nao ) - 15,71 ab 1,48 abc 0,34 abc 2,90 ab 0,15 bcdefdg3 4, ab 050 ab 0,71 a
20 (testemunha) - - 18,21 ab 1,68 a 0,41 a 255 abc 0,16 abcde 4,16c a056 a 0,89 a
Média 17,21 1,53 0,35 2,03 0,14 3,50 0,49 0,69
Desvio padrio 1,66 0,20 0,05 0,33 0,02 0,51 0,06 0,22

Valores da mesma coluna seguidos de mesma letrdifeiem entre si pelo teste de Tukey a 5% de fiidinicia
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As plantas do experimento de promocéao de crescinamesentaram diferentes respostas
em relacdo aos parametros analisados. O experimpnésentou resultados na maioria neutros
ou negativos, com excecdo do tratamento 8 (Tal@aQ tratamento 8 (isolado 67A(57) de
Enterobacter sp.) induziu aumento significativo da massa de&nsseca de raiz em comparacao
ao tratamento 19 (controle ndo inoculado) (Tab8)a Este isolado apresentouvitro uma alta
producado de AlA (Tabela 9), o maior halo no mei@dkura de solubilizacdo de fosfato (Tabela
9) e fixacdo de nitrogénio, além de ser antagori$tengos fitopatogénicos (Tabela 9). Sugere-se
assim, que o aumento da massa da matéria seca @stega associado a alta producdo de AIA
pela bactéria, uma vez que células de raiz séo seasiveis a adicdo de auxina que células da
parte aérea (GLICK, 1995).

Além da maioria dos isolados ndo promoverem o bresto (relacdo neutra), alguns
tiveram efeito negativo no desenvolvimento dastpnAs plantas inoculadas com os isolados
61A(54) deBacillus sp., 13C(9) deMethylobacterium sp. e 38D(12) déethylobacterium sp.
apresentaram diminuicdo da massa da matéria fdescaiz e massa da matéria seca total, além
de demonstrar uma tendéncia de diminuicdo da nosseatéria seca de raiz. Ja os resultados da
inoculacao do isolado 26C(21) &mterobacter sp. mostraram efeito negativo para a massa da
matéria fresca de raiz e massa da matéria fresah émquanto que houve uma tendéncia de
aumento da massa da matéria (fresca e seca) dagmda das plantas. Em contrapartida, o
isolado 24E(38) deOchrobactrum sp. apresentou uma tendéncia de aumento de todos os
parametros avaliados, embora nao diferindo estainsente do tratamento 19 (controle néao
inoculado). Além deste isolado, outros apresentarara tendéncia de aumento de alguns dos
parametros avaliados (Tabela 10), como € o cassotimlo 15C(37) d@seudomonas sp., onde é
observada uma tendéncia de aumento da massa daansatga da parte aérea e e da massa da
matéria seca da raiz. Inclusive no controle pasipadréo (tratamento 18, onde sementes foram
inoculadas com o isolado EN345 éseudomonas oryzihabitans) ndo houve promocéo de
crescimento, mesmo que o isolado bacteriano teidioadescrito por Kuklinsky-Sobral (2003)
como promotor de crescimento de soja, apresentamdefeito significativo sobre o aumento do
peso dos tecidos radiculares e no crescimento e @érea de plantulas do cultivar Cristalina,
inoculado nas mesmas condicbes descritas a segualiadas depois de 17 dias de semeadura. E
importante observar que isolados do mesmo géneesaptaram resultados divergentes quando

associados as plantas de soja, como € o caso doog@eudomonas com 0s isolados 16A(3) e
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15C(37) e do géner&nterobacter, com os isolados 67A(57) e 26C(21), onde o primeir
apresentou efeito positivo no desenvolvimento da €ao segundo efeito negativo no mesmo
tecido. Nos experimentos vitro de fixagdo de nitrogénio, producéo de AlA e sdiz@t¢do de
fosfato, o isolado 67A(57) apresentou resultadohones em relacdo ao isolado 26C(21), o que
ajuda a explicar o seu melhor desempenho em retapémta. Os resultados obtidos reforcam a
idéia de que a promocéo de crescimento de planias fénémeno complexo e é alcancado pela
atividade simultanea de varios microrganismos (HHZ et al.,, 1987). Fica evidente a
influéncia do gendtipo da planta na relacdo plbaiztéerias, além de fatores abidticos na
promocao de crescimento, uma vez que as condigfeEsimentais utilizadas aproximaram-se
das descritas por Kuklinsky-Sobral (2003). SeguKdé&linsky-Sobral (2003), essas condi¢cfes
permitiram observar a promog¢ao de crescimento depsw bactérias endofiticas.

O fato de os tratamentos ndo apresentarem, na remaegmaioria, a promocao de
crescimento de plantas pode ser atribuido a digdegores como o estresse sofrido pela semente
durante a assepsia, a eliminacdo dos microrganispidgicos e a pequenas mudancas no
balangco da populagdo bacteriana endofitica, poderwsionar um desequilibrio entre os
microrganismos benéficos e deletérios (WHIPPS, RO&mbora a produgcdo de AIA por
bactérias esteja associada a promocao de cresoirdenplantas, Liu; Nester (2006) e Patten;
Glick (2002b) demonstraram que a sua superprodypgiiobactérias fitopatogénicas, como
Agrobacterium, Pseudomonas, Erwinia ou Senotrophomonas, afeta a planta negativamente,
podendo levar ao desenvolvimento de diversas deemdasmo que as bactérias utilizadas no
experimento de promocao de crescimento sejam peves de sementes, a inoculagao
bacteriana € um processo artificial. Naturalmeatepactérias endofiticas tém uma populacao
controlada por diversos fatores, enquanto que oeulacdo bacteriana em sementes, milhdes de
células podem se tornar patogénicas ou saprofiiivgedindo a germinacdo ou atrapalhando o
desenvolvimento da planta. Embora o efeito benéedactérias promotoras de crescimento
seja mais discutido, a ocorréncia de efeitos debstéoi constatada. Probanza (1996) demonstra
o efeito negativo d®acillus subtilis no comprimento da parte aérea e raizes de pRings(
taeda L.) e de Pseudomonas fluorescens sobre o crescimento de amieirdlius glutinosa).
Santos et al. (2005) observaram o efeito negatvdifgrentes espécies de bactérias endofiticas e
epifiticas sobre o desenvolvimento de unidadesggativas de heliconiadgliconia psittacorum
L.f).
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Para avaliar o potencial de promocéo de crescinmamiamn microrganismo fixador de N
elou solubilizador de fosfato, o solo ou subst@éwe apresentar, preferencialmente, na sua
composicdo, niveis médios para baixos em nitrog@&tw fosfato, pois a presenca desses
nutrientes pode mascarar o efeito benéfico dos onganismos nas plantas, como é
frequentemente relatado no caso das interacfeslfthim-Leguminosas ou fungos micorrizicos-
plantas. Embora com esta limitacdo, optou-se plizartum substrato rico em matéria organica,
conseguentemente rico em nutrientes (inclusiveogéimio e fosfato) para poder comparar 0s
efeitos dos microrganismos nas plantas com ostaesid de Kuklinsky-Sobral (2003). Essas
condi¢cbes permitiram Kuklinsky-Sobral (2003) obsere efeito de promocdo de crescimento
por bactérias endofiticas em plantas de soja. Segivhalavolta (1980), a soja possui uma
capacidade maior que a de outras culturas pararretitrientes do solo; isso explica porque a
cultura dispensa a nova adubacdo em rotagcdo deaultorém, a soja responde positivamente a
adubacdo adequada para leguminosas, além do qferentes cultivares respondem
diferentemente a adubac&o ou ao nivel de fertéiddwl solo. Alguns fatores sédo considerados
como parametros de fertilidade do solo: pH, tea IR disponiveis, cations trocaveis e teor de
matéria organica. A calagem, préatica que corrigéialo solo, é considerada como o fator mais
importante para a producéo da soja em muitos sohole o0 pH na faixa de 6,0 — 6,5 como o mais
favoravel. O pH inadequado ou o0 excesso de ceritvente podem afetar a absorcéo de outros
(MALAVOLTA, 1980). A deficiéncia ou o excesso de wetemento mineral essencial tem forte
influéncia na atividade de outros elementos e @faiadesenvolvimento da planta. Muitas vezes
presente no solo, determinado elemento pode n&ow esficientemente disponivel para o
crescimento da planta, cuja absorcdo € influencpatavarios fatores como pH, umidade e
temperatura (HUBER, 1980). Evitando-se uma perdarea foliar e outros sintomas decorrentes
de uma deficiéncia nutricional (dados n&do mostradgrou-se por avaliar o experimento aos 35
dias, mesmo que o ciclo da cultivar Cristalina,sefa média, de 118 dias (ASSOCIACAO DOS
PRODUTORES E COMERCIANTES DE SEMENTES E MUDAS DOCRGERANDE DO SUL
- APASSUL, 2008). Previamente ao aparecimento dasroses, esperava-se avaliar o
experimento com cerca de 60 dias, tempo necegsaria soja desta cultivar atingisse metade
do seu ciclo e cessasse 0 crescimento vegetativo.

Muitas bactérias isoladas de diferentes ecossistemastram ser promotoras de

crescimento de plantas e antagonistas contra paisgke plantas e, portanto tém sido estudados



73

para o desenvolvimento de produtos comerciais (WHR_Et al.,2002). Observou-se, no presente
trabalho, a presenca de bactérias em sementedasjaesmos géneros de bactérias patogénicas
humanas, tais com®chrobactrum (BERG; EBERL; HARTMANN, 2005), Tsukamurella
(AUERBACH et al., 1992)Enterobacter (STONE et al., 2008 Rseudomonas (PEROVIC et al.,
2008), entre outros. Muitas dessas mesmas bacpénbsn colonizar 6rgéaos e tecido humanos,
sendo descritos como oportunistas que causam doentaacientes imunodeprimidos (PARKE;
GURIAN-SHERMAN, 2001) podendo se comportar comoogéhicas com a mudanca do
hospedeiro ou nicho, quando a sua viruléncia éuéetgmente revelada. Esse mecanismo pode
ser relevante para patégenos oportunistas (BEREREBHARTMANN, 2005). E importante
observar que, mesmo com o isolamento de bactérmaspabsivel interesse meédico, o
processamento da soja para 0 Seu consumo elimessés bactérias, além de estarem presentes
em baixas densidades nas plantas. Mesmo assim odeisprodutos microbiolégicos na
agricultura implica na aplicacdo de milhdes de la8luNo presente trabalho, dois isolados do
géneroOchrobactrum apresentaram potencial antagonista contra furigmsafogénicos. E um
género descrito como sendo isolado de diferenteisalis (BERG; EBERL; HARTMANN, 2005)

e até mesmo de pacientes imunodeprimidos (WI et28l07). Portando, 0 manuseio e 0
desenvolvimento de produtos & base de microrgasisteeem ser feitos com cautela e rigor. E
importante compreender mais detalhadamente a lolbgEssas bactérias, principalmente seus
mecanismos de patogenicidade, que as permite odifeaentes nichos e que possivelmente

possam ser responsaveis por causar doengcas emdsi(@aO; BALDINI; RAHME, 2001).
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3 CONCLUSOES

1. A comunidade bacteriana endofitica cultivavel deesgtes de soja foi constituida por 12
ribotipos e 16 géneros bacterianos. Os génerosrimmbs presentes foradcinetobacter
sp., Bacillus sp., Brevibacterium sp., Chryseobacterium sp., Citrobacter sp.,
Curtobacterium sp., Enterobacter sp., Methylobacterium sp., Microbacterium sp.,
Micromonospora sp., Pantoea sp., Paenibacillus sp., Pseudomonas sp., Ochrobactrum
sp., Sreptomyces sp. eTsukamurella sp.

2. O método por trituracdo foi o melhor para isolaroetd bactérias endofiticas de sementes
de soja.

3. A comunidade bacteriana endofitica de sementesofie genticamente modificadas
analisada apresentou uma diversidade maior congpaxadomunidade bacteriana de

sementes convencionais.

4. Isolados deOchrobactrum foram os que mais apresentaram potencial de &uobde
crescimento ou esporulacdo de fungos fitopatogéni€o semitectum (soja), F.
oxysporum (feijao), C. kikuchii (soja),F. oxysporum (algod&o).

5. Baseado nos ensaids vitro, os isolados avaliados foram capazes de sintefizay

solubilizar fosfato e fixar )y mostrando ter potencial biotecnologico e agricola

6. O método utilizado na assepsia superficial, asdod@aagitacdo em tampao PBS, afetou a

germinacao das sementes, mostrando nédo ser adgaradainoculacao de bactérias.

7. O isolado bacteriano 67A(57) denterobacter sp. foi positivo para a promogédo de

crescimento de raiz de soja nas condi¢des testadas.
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ANEXO A - Géneros de bactérias endofiticas obtildsementes de soja. Identificacdo por meio

do sequenciamento parcial do gene 16S rDNA

(tmua)
Isolado Tratamento* Identificacdo (género)  Sindade (%)**
1D (2) T Tsukamurella sp. 97
11B (2) T Brevibacterium sp. 98
16A (3) T Pseudomonas sp. 99
10A (4) T Curtobacterium sp. 97
31D (5) C Microbacterium sp. 98
3C (6) T Microbacterium sp. 99
4E (7) T Microbacterium sp. 100
33B (8) C Pantoea sp. 99
13C (9) T Methyl obacterium sp 97
14A (10) T Methylobacterium sp 96
36B (11) C Methylobacterium sp 99
38D (12) C Methylobacterium sp 99
80A (13) C Acinetobacter sp. 99
98A (14) C Acinetobacter sp. 99
115B (15) C Acinetobacter sp. 99
85A (16) C Acinetobacter sp. 98
100A (17) C Acinetobacter sp. 98
101A (18) C Acinetobacter sp. 99
108E (19) C Acinetobacter sp. 98
97A (20) C Acinetobacter sp. 100
26C (21) T Enterobacter sp. 99
62A (22) T Citrobacter sp. 100
110A (23) C Acinetobacter sp. 99
43A (25) T Bacillus sp. 100
68G (26) C Methyl obacterium sp. 99
68l (27) C Methyl obacterium sp. 99
78A (28) C Acinetobacter sp. 97
91A (29) C Acinetobacter sp. 100
110B (30) C Acinetobacter sp. 99
131A (31) C Acinetobacter sp. 99
118B (32) C Acinetobacter sp. 99
59A (33) T Pseudomonas sp. 100
42A (34) C Bacillus sp. 100
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ANEXO A - Géneros de bactérias endofiticas obtlwsementes de soja. Identificacdo por meio
do sequenciamento parcial do gene 16S rDNA

(ctursBo0)
Isolado Tratamento* Identificacdo (género)  Sindade (%)**
121B (35) C Bacillus sp. 100
6A (36) T Bacillus sp. 100
15C (37) T Pseudomonas sp. 100
24E (38) T Ochrobactrum sp. 100
47A (39) T Bacillus sp. 99
73B (40) C Bacillus sp. 99
107A (41) C Bacillus sp. 100
54D (42) C Ochrobactrum sp. 100
27E (43) T Chryseobacterium sp. 100
56B (44) C Ochrobactrum sp. 100
64E (45) T Paenibacillus sp. 100
129B (46) C Acinetobacter sp. 99
70A (47) C Acinetobacter sp. 100
69B (48) C Acinetobacter sp. 100
124D (49) C Paenibacillus sp. 99
125E (50) C Paenibacillus sp. 99
35A (51) C Paenibacillus sp. 99
41B (52) C Bacillus sp. 99
106B (53) C Bacillus sp. 100
61A (54) T Bacillus sp. 99
71A (55) C Acinetobacter sp. 100
82A (56) C Acinetobacter sp. 99
67A (57) T Enterobacter sp. 100
46A (58) T Bacillus sp. 100
53B (59) C Ochrobactrum sp. 99
129D (60) C Acinetobacter sp. 100
122D (61) C Acinetobacter sp. 97
19A (62) T Streptomyces sp. 99
22A (63) T Micromonospora sp. 97

*T = Semente geneticamente modificada (trasgéni&a);Semente convencional

** http://simo.marsci.uga.edu/ public_db/rdp_qubtmn



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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