UNIVERSIDADE DO ESTADO DO AMAZONAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA E RECURSOS
NATURAIS

ATIVIDADE ANTAGONICA E DIVERSIDADE GENETICA DE BACTERIAS

ENDOFITICAS ISOLADAS DE DIFERENTES CULTIVARES DE Musa spp.

Dissertacdo apresentado ao Programa de Pds-
graduacdo em Biotecnologia e Recursos Naturais
da Amazbnia da Universidade do Estado do
Amazonas, para obtencdo do titulo de Mestre em

Biotecnologia e Recursos Naturais da Amaz6nia.

Manaus
Estado do Amazonas — BRASIL
Junho - 2012



ATIVIDADE ANTAGONICA E DIVERSIDADE GENETICA DE BACTERIAS

ENDOFITICAS ISOLADAS DE DIFERENTES CULTIVARES DE Musa spp.

Orientador: Prof. Dr. Aldo Rodrigues de Lima
Procépio
Co-orientador: Dr. Gilvan Ferreira da Silva

Atila de Souza

Bidlogo

Dissertacdo apresentado ao Programa de Pds-
graduacdo em Biotecnologia e Recursos Naturais
da Amazbnia da Universidade do Estado do
Amazonas, para obtencdo do titulo de Mestre em

Biotecnologia e Recursos Naturais da Amaz6nia.

Manaus
Estado do Amazonas — BRASIL
Junho - 2012



Dedico essa dissertacdo aos meus Pais.



AGRADECO

Primeiramente a Deus, pois sem ele nada sou!

Ao meu orientador, Prof. Dr. Aldo Rodrigues de Lima Procépio pela oportunidade de
orientacéo.

Ao meu co-orientator Dr. Gilvan Ferreira da Silva pelas sugestdes e contribuicdes oferecidas
cooperando para o desenvolvimento desse trabalho.

A Dr.2 Nelcimar Reis de Sousa pelas sugestdes e contribuicbes oferecidas, as quais sem
duvidas enriqueceram o trabalho.

A Dr.2 Paula Angelo pelas contribuicbes oferecidas.

A EMBRAPA Amazénia Ocidental, pela infraestrutura.

Ao Jeferson Cruz pelo apoio técnico e cientifico.

Aos professores de Mestrados em Biotecnologia e Recursos Naturais da Universidade do
Estado do Amazonas, que contribuiram para a minha formacao.

Aos meus amigos de turma da Pos-graduacéo.

Aos amigos do Laboratorio de Biologia Molecular da Embrapa, Sandra, Lucas, Vaneza, Edil,
Rodrigo, Ana Mara, Elizangela, Joelma, Gilvana, Viviane, Igor, Maysa, Raquel e Flavia.

Aos amigos do Laboratorio de Fitopatologia da Embrapa, Karina, Ricardo e Ingrid.

Ao0s meus pais, Jose de Souza e Maria Zélia de Souza, por terem me ensinado a buscar meus
ideais e pelo esforco e compreensdo pela distancia de todos esses anos que dediquei aos
estudos.

A minha amiga Ant6nia Natélia pelo apoio e companheirismo.

Aos meus amigos e familiares pelo carinho, compreensédo e incentivo nesse periodo, mesmo
ausentes para alguns. Sobretudo pelos exemplos de dedicacéo e respeito.

A CAPES (Coordenacédo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior), pela concesso

da bolsa de mestrado.

Obrigado!



1.1
1.2
1.3
14

2.1
2.2

3.1
3.2
3.3
3.4
3.5
3.6
3.6.1
3.6.2
3.7
3.7.1
3.7.2

4.1
4.2
4.3
4.4

5.1

RESUMO

ABSTRACT
INTRODUCAO
REFERENCIAL TEORICO
Producéo de banana
Micro-organismo Endofiticos
Marcadores Moleculares
Controle Bioldgico
OBJETIVOS

Obijetivo Geral

Objetivos Especificos
MATERIAL E METODOS
Material Vegetal
Desinfeccdo de Superficies
Isolamento Bacteriano
Teste de Antagonismo
Extracdo de DNA

SUMARIO

PCR( Reacdo em Cadeia da Polimerase)

Reacdo com ERIC-PCR
Reacdo com BOX-PCR
Anédlise de Dados
Antagonismo
Diversidade Genética
RESULTADOS

Isolamento de Bactérias Endofiticas

Teste de Antagonismo in vitro

Caracterizagéo da Diversidade por ERIC-PCR
Caracterizagédo da Diversidade por BOX-PCR

DISCUSSAO

Triagem e Atividade Antagonica

11
13
13
14
16
17
19
19
19
19
19
20
20
20
21
21
21
21
22
22
22
22
22
23
26
29
32
32



5.2
6
7

Diversidade Genética
CONCLUSAO
REFERENCIA BIBLIOGRAFICA

33

(O8]

[S%]



FIGURAS

Teste de atividade antag6nica in vitro de bactérias endofiticas a Fusarium
oxysporum f. sp. cubense. A e D. Controle, B. Isolados M5, C. Isolados
M28. E. Isolados SM28 F. Isolados RP6.

Teste de antagonismo in vitro de bactérias endofiticas contra Fusarium
oxysporum f. sp. cubense em confronto direto. Médias seguidas de mesma
letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,01%). M5, M10, M28:

isolados da cultivar Macd, e PS6 isolado da cultivar Pisangue Seildo.

Teste de atividade antagbnica in vitro de bactérias endofiticas contra
Colletotrichum sp.; A e D Controles B isolado M5, C. isolado M10 E isolado
M28 F. isolado PS6.

Teste de antagonismo in vitro de bactérias endofiticas contra Colletotrichum
sp. em confronto direto. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey (P < 0,01%). M5, M10, M28: isolados da cultivar Maca,

e PS6 isolado da cultivar Pisangue Seil&o.

Em A. Perfil de bandas gerado por BOX-PCR. B. Perfil de bandas gerado
por ERIC-PCR, onde M representa Marcador 1Kb Plus DNA Lander
Fermentas e os numeros de 01 & 10 corresponde aos isolados M10,M16,
BRS 10B, BRSI10A, PS11, PS6A, P2A, P15B, FH1A, e FH8

respectivamente.

Dendograma de similaridade calculado por meio do Coeficiente de Dice e
agrupado utilizando o algoritimo UPGMA com base nos dados de ERIC-
PCR dos 122 isolados endofiticos de diferentes cultivares de Musa spp.
Dendograma de similaridade calculado por meio do Coeficiente de Dice e
agrupado utilizando o algoritimo UPGMA com base nos dados de BOX-PCR
dos 122 isolados endofiticos de diferentes cultivares de Musa spp.
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8 Dendograma de similaridade calculado por meio do Coeficiente de Dice e 31
agrupado utilizando o algoritimo UPGMA com base nos dados de ERIC-
PCR e BOX-PCR dos 122 isolados endofiticos de diferentes cultivares de
Musa spp., com ponto de corte de 60% de similaridade para formacdo de

OTUs.



RESUMO

Bactérias endofiticas foram isoladas de tecido foliar de cinco diferentes cultivares de
bananeiras: Macd, Pacovan, FHIA 18, BRS Conquista e Pisangue Seildo, foram analisadas
quanto a diversidade genética e potencial para biocontrole de fungos fitopatogenicos. Das 122
bactérias endofiticas analisadas, trés bactérias isoladas da cultivar Maca e uma de Pisangue
Seildo apresentaram atividade antagonica in vitro contra Colletotrichum sp. e Fusarium
oxysporum f. sp. cubense. A analise da diversidade genética foi realizada utilizando as
técnicas de ERIC e BOX-PCR a partir das quais foram obtidas 35 e 26 bandas polimdrficas
respectivamente. A similaridade obtido pelo Coeficiente de Dice variarou entre 1% a 100%
para ERIC e de 0.6% a 100 % para BOX. Ambos marcadores permitiram a formacéo de seis
grupos, onde os subgrupos foram formados por isolados da mesmo cultivar demonstrando que
ambos marcadores foram capazes de correlacionar os isolados ao hospedeiro. Utilizando 60%
de similaridade como critério para formacdo de OTUs (Operational Taxonomic Units) foram
obtidas 64 possiveis OTUs, indicando um grande nimero de espécies em potencial. Os dados
também indicam que nenhuma OTU foi compartilhada entre as cultivares o que sugere uma

possivel preferéncia por hospedeiro.

Palavras-chaves: Endofiticos, Operational Taxonomic Units (OTU), controle bioldgico,
ERIC-PCR, BOX-PCR.



ABSTRACT

Endophytic bacteria isolated from leaf tissue of five different cultivars of banana: Macd,
Pacovan, FHIA 18, BRS Conquista and Pisangue Seildo, were considered as the genetic
diversity and potential for biocontrol of fitopatogenics fungi. Of the 122 endophytics bacteria
analyzed, three bacteria isolated, of Magca cultivar and one of Pisangue Seildo submitted in
vitro antagonistic activity against Colletotrichum sp. and Fusarium oxysporum f. sp. Cubense
(FOC). Genetic diversity analysis was conducted using the techniques of ERIC and BOX-
PCR from which were obtained 35 and 26 polymorphic bands respectively. The similarity
obtained by Dice coefficient varied from 1% to 100% for ERIC and 0.6% to 100% for BOX.
Both markers allowed the formation of six groups, where the subgroups were composed of
isolated from cultivar, demonstrating that both markers were able to correlate the isolates to
the host. Using 60% of similarity as a criterion for formation of OTUs (Operational
Taxonomic Units) were obtained 64 possible OTUs, indicating a large number of potential
species. The data also indicate that no OTU was shared among the cultivars, which suggests a

possible preference for host.



INTRODUCAO

Os micro-organismos endofiticos sdo organismos presentes nos tecidos das plantas
sem causar quaisquer danos e sem produzir estruturas externas emergidas dos tecidos dos
vegetais (YATES et al., 1997; AZEVEDO et al., 2007). Em geral, 0s micro-organismos
endofiticos sdo representados por fungos, bactérias e actnomicetos que desempenham funcbes
importantes no processo de adaptacdo da planta com o meio ambiente (MENDES e
AZEVEDO, 2007).

As plantas séo consideradas microecossistemas complexos, onde diferentes nichos
podem ser explorados por uma extensa variedade de micro-organismos, dentre estes 0s micro-
organismos endofiticos (AZEVEDO et al., 2000). Estudos sobre interacdo planta/micro-
organismos e sobre o entendimento das diferentes funcGes destes no interior das plantas
mostram um grande numero de aplicacbes no controle bioldgico de inimeras doencas
(ZHENG et al.,, 2011; CEBALLOS et al. 2012), na promocdo de crescimento vegetal
(HALLMANN et al., 1997; COOMBS et al., 2004; HALLMANN e BERG, 2006; RYAN et
al., 2008; MONTANEZ et al., 2012) e na biorremediacdo de ambientes contaminados
(NEWMAN e REYNOLDS, 2005; GERMAINE et al., 2009; WEYENS et al., 2009; MA et
al., 2011).

Os micro-organismos endofiticos podem ser utilizados também como alternativa ao
uso de fertilizantes e de pesticidas quimicos, ndo somente devido ao menor custo, mas
também por contribuir com um sistema agricola sustentavel (ZINNIEL et al., 2002). Além
disto, os endofiticos sdo atualmente considerados como fontes ricas de novos compostos
naturais, com amplo espectro de atividades bioldgicas e elevado nivel de diversidade
estrutural (PIMENTEL et al., 2011). Logo representam uma porta para a descoberta de novas
drogas e proteinas de alto valor biotecnoldgico agregado, como as actinobactérias endofiticas
associada a plantas medicinais, especialmente dos tropicos, que sdo consideradas uma fonte
rica de metabolitos funcionais (STROBEL et al., 2004).

Os micro-organismos endofiticos foram isolados de diferentes partes dos vegetais
como: raizes, caules, nddulos, folhas e frutos em uma gama de variedades de plantas,
incluindo muitas de interesse agricola, tais como cana-de-aclcar (LIRA-CADETE et al.,
2012), milho (ARAUJO et al.,, 2000), videira (BELL et al.,1995), algoddo (QUADT-
HALLMANN et al., 1997), arroz (STOLZFUS et al.,1997), tomate (PILLAY e NOWAK,
1997), batata (REITER et al., 2003), trigo e sorgo (ZINNIEL et al., 2002).
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Em bananeira pelo menos 20 géneros de bactérias endofiticas, cultivavéis e ndo
cultivaveis, foram identificadas na cultivar Grand Naine (THOMAS et al., 2008). Também foi
verificado que a comunidade de bactérias endofiticas antagonista aumentou em relacdo ao
controle quando o fitopatdgeno Fusarium oxysporum f. sp. cubense (FOC) foi inoculado,
indicando que bactérias endofiticas antagbnicas podem ser induzidas pela presenca do
patégeno (LIAN et al., 2008).

Entre as ferramentas moleculares utilizados para analise da diversidade de endofiticos,
destacam-se os marcadores baseados em sequencias repetitivas tais como ERIC e BOX.
Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus (ERIC) s&o encontrados em uma gama de
enterobactérias e sdo provaveis transposons ndo autbnomos denominados MITEs (Miniature
Inverted Transposable Elements) (DE GREGORIO et al., 2005; ILYINA, 2010; BERTELS
and RAINEY 2011). BOX sdo elementos extragénicos repetitivos descobertos em 1992,
porém sua origem estd em discussdo, mas ha evidéncias indiretas de que s&o derivados de
elementos de sequencias de insercdo (MARTING et al., 1992, ILYINA, 2010).

ERIC e BOX-PCR ja foram utilizados na caracterizacao e obtencdo de fingerprinting
de centenas de diferentes tipos de bactérias e podem ser aplicados para determinacdo de
Unidades taxondmicas operacionais conhecidas como OTUs (Operational Taxonomic Units)
(YANG et al., 2004; TORRES et al., 2008; GRANGE e HUNGRIA 2004; ALBERTON et.
al., 2006; SCHLOSS et al., 2006).

Os objetivos deste estudo foram analisar a diversidade genética de bactérias
endofiticas de cinco cultivares de bananeira por meio da técnica de BOX e ERIC-PCR e
avaliar o potencial antagbnico contra fungos Fusarium oxysporum f. sp. cubense e

Colletotrichum sp..
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1. REFERENCIAL TEORICO

1.1 Producéo de banana

Originaria do sudeste da Asia, a bananeira (Musa spp.) € atualmente cultivada em mais
de 100 paises das regides tropicais do planeta. Por seu valor nutricional constituem a base da
alimentacdo de milhGes de pessoas em varios paises em vias de desenvolvimento e constitue o
quarto produto alimentar mais produzido no mundo, perdendo apenas para 0 arroz, trigo e
milho (MARIN et al., 2003).

De acordo com a FAO (Organizacdo das Nagdes Unidas para a Agricultura e
Alimentacdo) (2010) a maioria dos produtores praticam uma agricultura de subsisténcia ou
para venda em mercados locais. Como a bananeira é uma planta ndo sazonal, produzindo até
nas estacdes mais susceptiveis de escassez alimentar, ela é de grande importancia em qualquer
sistema sustentavel de luta contra a fome.

A banana é considerada a fruta de consumo mais popular no mundo, com uma
producdo média estimada em 58 milhdes de toneladas anuais no periodo de 1990 a 2005 e o
seu mercado movimenta, em termos de exportacdes, 4 bilhoes de dolares por ano (FAO,
2007). O Brasil ocupa a quarta colocagdo no ranking mundial, tendo uma producdo de
7.116.808 toneladas e area colhida de 510.825 mil hectares (AGRIANUAL, 2011).

Na regido Norte do Brasil a cultura da banana € muito importante, por ser uma
atividade ligada a agricultura familiar. No estado do Amazonas a producdo de banana é uma
atividade agricola relevante e coloca o estado como o segundo maior produtor da regido,
sendo o primeiro o Pard. No entanto o rendimento da producdo no Amazonas depende de
varios fatores, inclusive de investimento, para vencer as barreiras fitossanitarias
(GASPAROTTO et al., 2010).

As bananeiras assim como todas as plantas s@o consideradas microecossistemas
complexo, onde diferentes nichos podem ser explorados por uma extensa variedade de micro-
organismos, dentre estes os endofiticos (AZEVEDO et al., 2000).
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1.2 Micro-organismo Endofiticos

Os micro-organismos endofiticos sdo organismos presentes nos tecidos das plantas
sem causar quaisquer danos as mesmas e sem produzir estruturas externas emergidas dos
tecidos dos vegetais (YATES et al., 1997; AZEVEDO et al., 2007). Em geral os endofiticos
sdo representados por fungos, actinomicetes e bactérias, que desempenham funcGes
importantes no processo de adaptacdo da planta ao meio ambiente (MENDES e AZEVEDO,
2007).

Diferentes dos patogénicos que causam doencas nas plantas e dos epifiticos que vivem
na superficie dos vegetais a distin¢do entre endofiticos, patogénicos e epifiticos ainda nao é
claro, uma vez que micro-organismo endofiticos pode tornar-se patogénico conforme o
gendtipo do hospedeiro e as condi¢cdes do ambiente, e um micro-organismo epifitico pode
eventualmente tornar-se um endofitico quando penetra a célula das plantas permanecendo no
interior da planta por um determinado periodo (AZEVEDO, 1998).

Relatos de que bactérias endofiticas, possivelmente influenciam na fisiologia da planta
hospedeira por processos ainda ndo esclarecidos foi demonstrado por Sturz & Nowak (2000).
Segundo Azevedo et al., (2000) e Azevedo et al., (2003) bactérias endofiticas desempenham
no interior de seus hospedeiros, diversas atividades tais como: protecdo contra ataque de
insetos, patogenos, herbivoros; producdo do composto de crescimento vegetal, maior
disponibilizacdo de nutrientes e fixacdo bioldgica de nutrientes.

Os micro-organismos endofiticos sdo mais estaveis por ndo estarem exposto &s
condicBes ambientais externas aos Orgaos vegetais, havendo assim pouca ou nenhuma
competi¢cdo microbiana (STURZ & NOWAK, 2000). Além do fato destes serem capazes de
colonizar os tecidos internos das plantas, constituem-se vantagens sobre 0s micro-organismos
gue habitam partes externas, pois podem sobreviver em um ambiente mais uniforme e serem
menos afetadas pela temperatura, potencial osmético e radiacdo ultravioleta (LODEWYCKX
et al., 2002).

Com as analises dos estudos sobre interagcdo planta/micro-organismos e com o
entendimento das diferentes fungdes destes no interior das plantas, trabalhos tem relatado a
possibilidade destes serem usados para controle biologico de inUmeras doengas, na promogao
de crescimento vegetal (HALLMANN et al., 1997; COOMBS et al., 2004; HALLMANN e
BERG, 2006; RYAN et al., 2008), na biorremediacdo de ambientes contaminados(NEWMAN
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e REYNOLDS, 2005; GERMAINE et al., 2009; WEYENS et al., 2009 e Ma et al., 2011) e na
sintese de compostos de importancia biotecnoldgica (RODRIGUES, 2006).

Os micro-organismos endofiticos foram isolados de diferentes partes dos vegetais
como raizes, caules, nddulos, folhas e frutos em uma gama de variedade de plantas, incluindo
muitas de interesse agricola, tais como cana-de-agucar (CAVALCANTE e DOBEREINER,
1988), milho (ARAUJO et al., 2000), videira (BELL et al.,1995), algoddo (QUADT-
HALLMANN et al., 1997), arroz (STOLZFUS et al.,1997), tomate (PILLAY e NOWAK,
1997), citros (MARCON, 2002), batata (REITER et al., 2003), trigo e sorgo (ZINNIEL et al.,
2002), bananeira (THOMAS et al., 2009) entre outras.

Vaérios estudos foram realizados com objetivo de isolar, identificar e estudar a
diversidade de bactérias endofiticas nos tecidos de varias plantas, trabalhando com endofiticos
de mandioca em trés estados brasileiros, Teixeira et al., (2007), isolaram 482 endofiticos,
entres 0s géneros mais frequentes estavam: Bacillus, Enterobacter, Salmonella, Serratia,
Escherichia, Burkholderia e Stenotrophomonas, sendo o género Bacillus encontrado em
maior frequéncia em todas as regides amostradas. Analisando os efeitos da inoculacdo de
rizobios em sistemas de cultivos e estagios de crescimento sobre a comunidade endofitica
bacteriana de raizes de soja Zhang et al., (2011) sugeriram que a inoculacdo de riz6bios e
pratica consorciada podem aumentar a diversidade de endofiticos de raiz de soja,
influenciando o crescimento da planta.

Bactérias diazotrdficas associadas a cana-de-agUcar tem demonstrado potencial na
expressao de genes responsaveis pela solubilizacdo de fosfato inorganico (LIRA-CADETE et
al., 2012). A capacidade de bactérias diazotroficas solubilizarem fosfato foi também descrita
em cultivares de milho (MONTANEZ et al., 2012). Actnobactrérias isoladas de plantas
herbaceas nativa da Coréia apresentaram atividade enzimatica e antagdnica contra agentes
patogénicos indicando que estas podem ser uma importante fonte de compostos bioativos
(KIM et al., 2012).

As exploracdes das interacOes entre endofiticos e vegetais podem resultar em
promoc¢do da saude da planta e podem desempenhar um papel significativo na agricultura
sustentavel, uma vez que a compreensdo dos mecanismos que permitem essas interaces é
essencial para desenvolver o potencial das bacterias endofiticas em uma gama de aplicacGes
biotecnologica (RYAN et al., 2008).
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1.3 Marcadores Moleculares

Tradicionalmente, o estudo de endofiticos foi baseado em técnicas de isolamento em
meios de cultura. Entretanto, nos ultimos anos, com o avango das técnicas moleculares, é
possivel investigar aqueles que ndo sdo cultiviveis ou de natureza fastidiosa, possibilitando o
estudo do material genético a partir de amostras coletadas no ambiente (CONN e FRANCO
2004; MYAMOTO et al., 2004).

Entre as ferramentas moleculares utilizados para analise da diversidade de endofiticos,
destacam-se os marcadores baseados em sequencias repetitivas tais como ERIC e BOX.
Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus (ERIC) s&o encontrados em uma gama de
enterobactérias e sdo provaveis transposons ndo autbnomos denominados MITEs (Miniature
Inverted Transposable Elements) (DE GREGORIO et al 2005; ILYINA, 2010; BERTELS and
RAINEY 2011). BOX séo elementos extragénicos repetitivos descobertos em 1992, porém
sua origem esta em discussdo, mas ha evidéncias indiretas de que séo derivados de elementos
de sequencias de insercdo (MARTING et al., 1992, ILYINA, 2010).

Por ser uma ferramenta simples, rapida, barata, aplicavel para a caracterizacdo e
genotipagem a nivel molecular, BOX e ERIC-PCR s&o muito utilizados para analises
moleculares de micro-organismos nos Ultimos anos. Para Bishi et. al., (2008) ERIC-PCR é um
método molecular de tipagem altamente discriminatério para genotipagem de Streptococcus
agalactiae, podendo ser usado para identificacdo de isolados pertencentes a diferentes regides
geograficas e até mesmo em estudos de investigacdo epidemioldgica de Streptococos. Por
meio de ERIC-PCR, Mondal et al., (2009) estudaram a variabilidade genética de
Xanthomonas campestris pv. punicae, onde foi possivel agrupar os isolado em dois estados
geograficamente distintos na India, além de demonstrar a correlacdo existente entre ERIC-
PCR e os correspondentes padrbes de viruléncia do patdgeno bacteriano, diferenciacdo e
viruléncia do agente patogénico.

Ja para a técnica de BOX-PCR Fernades et al., (2009) trabalhando com estirpes de
bactérias endofiticas isoladas da rizosfera de plantas de milho verificaram alta diversidade
genética entre os isolados bacterianos. Lira-Cadete et al., (2012) também por meio de BOX-
PCR observaram alta variabilidade genética em populacdes de bactérias diazotréficas capazes
de solubilizar fosfato inorganico, associado a plantas de cana-de-agucar.

ERIC e BOX-PCR j& foram utilizados na caracterizacdo e obtencdo de fingerprinting

de centenas de diferentes tipos de bactérias e podem ser aplicados para determinacdo de
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unidades taxondmicas operacionais conhecidas como OTUs (Operational Taxonomic Units)
(YANG et al., 2004; TORRES et al., 2008; GRANGE e HUNGRIA 2004; ALBERTON et al.,
2006; SCHLOSS et al., 2006).

1.4 Controle Biologico

Segundo Pal et al., (2006) o termos controle bioldgico ou biocontrole é usados em
diferentes campos da biologia, especialmente entomologia e fitopatologia. Em entomologia,
tem sido utilizado para descrever a utilizacdo de insetos predadores, nematdides
entomopatogénicos ou agentes patogénicos microbianos utilizados para suprimir as
populacdes de pragas de diferentes insetos. Em fitopatologia, o termo é aplicado a utilizacéo
de micro-organismos antagonistas capazes de suprimir as doengas, bem como a utilizacdo de
patdégeno hospedeiro especifico para controlar populagdes de plantas daninhas. Em ambos os
campos, 0 organismo que suprime a praga ou o0 agente patogénico é referido como o agente de
controlo biologico (BCA).

Para Cook, (1993) o controle bioldgico de doencas de plantas € um método alternativo
viavel, considerando que micro-organismos presentes naturalmente em ecossistema das
plantas ajudam a reduzir o potencial da doenca, além destes, o uso de micro-organismo
exotico também podem ser introduzidos na tentativa de controle da doenca. Quando micro-
organismos Vvivos sdo introduzidos em certas culturas, podem aumentar popula¢cfes naturais
benéficos, reduzindo os danos causados por patdgenos especificos (HEYDARI &
MISANGHI 2003).

O uso do controle biolégico em substituicdo ao quimico é dependente da
disponibilidade e da efetividade dos agentes de controle, bem como dos produtos comerciais
contendo estes micro-organismos. Entretanto, até o momento, sdo poucos 0s produtos
bioldgicos disponiveis no mercado para essa modalidade de controle. Sendo que a maioria
ndo e devidamente registrada para uso em escala comercial (LOPES, 2001). Para Gravena
(1992) a generalizacdo da pratica do controle bioldgico podera oferecer ao meio ambiente e a
sociedade mais qualidade e protecdo sem comprometer a producdo de alimentos e fibras.

Os testes in vitro possibilitam a analise de grande numero de potenciais antagonistas,
permitindo o estudo do mecanismo de acdo e facilitando a observacdo da interacao
antagonista-patdégeno. Além disso, 0s organismos selecionados in vitro podem servir como

fonte de genes para transformacéo de micro-organismos nao antagénicos (MARIANO, 1993).
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Vaérios trabalhos sobre interagdes antagbnicas foram desenvolvidos nas ultimas
décadas; interacdo in vitro entre isolados de Guignardia citricarpa e bactérias endofiticas,
mostraram que metabdlitos secretados por G. citricarpa tem um efeito inibitorio sobre o
crescimento de algumas espécies do Género Bacillus e um efeito estimulador sobre o
crescimento Pantoea agglomerans (Araujo et. al., 2001). Ja em teste in vitro usando bactérias
endofitica de citrus, Xylella fastidiosa teve seu crescimento estimulado por Methylobacterium
extorquens e inibido por Curtobacterium flaccumfaciens (LACAVA et al., 2004).

Analisando a atividade antag6nica entre Trichoderma ssp. contra fungo Phytophthora
citrophthora Silva et al., (2008) concluiu que isolados de Trichoderma ssp sdo capazes de
inibir o crescimento micelial do fungo P. citrophthora, sendo que Trichoderma stromaticum
apresenta maior antagonismo. Em estudo in vivo com Gliocladium catenulatum reduziram
70% a incidéncia de Moniliophtora perniciosa agente causal da doenca vassoura-de-bruxa do
cacau (RUBINI et al., 2005).

Em estudo de resposta de comunidades bacterianas endofiticas em plantulas de banana
em cultura de tecido a infec¢do pelo patégeno Fusarium oxysporum f. sp. cubense raca 4 Lian
et al., (2008) verificaram que comunidade de bactérias endofiticas antagonista tende a
aumentar em bananeiras quando inoculadas com FOC, indicando que a infestacdo auxilia a
selecdo de antagonistas (LIAN et al., 2008). Na associacdo de populacdes de bactérias
cultivaveis de folhas de bananeiras e sua atividade antagdnica contra Mycosphaerella fijiensis,
bactérias endofiticas testadas mostraram maior percentual de inibi¢do do que Bacillus subitilis
usado como controle positivo (CEBALLOS et al., 2012).

Zinniel et al., (2002), demonstraram a ocorréncia e diversidade de enddfitos
cultivaveis em um grande nimero de espécies de plantas, a colonizacdo bem sucedida de
diversas culturas com tais microbios sugere que eles podem ser utilizados em futuras
aplicacdes, tais como liberacdo de enzimas degradativas para controlar determinadas doencas
de plantas ou outros produtos Uteis. Sugerindo ainda que o uso de endofiticos especificos
possa ser preferivel a utilizacdo de fertilizantes e pesticidas quimicos ndo especificos, devido

ao custo, a eficicia do tempo e as contribui¢fes de sistemas agricolas sustentveis.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar a diversidade genética e o potencial para o controle bioldgico de bactérias
endofiticas de Musa spp..

2.2 Objetivos Especificos

Analisar a diversidade genética de bactérias endofiticas de diferentes cultivares de
bananeiras, por meio de marcadores ERIC e BOX-PCR.
Testar o potencial das bactérias endofiticas como agentes de controle biologico de F.

oxysporum f. sp. cubense e Colletotrichum sp..

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material Vegetal

Foram isoladas bactérias endofiticas de cinco cultivares de bananeiras, sendo estas:
BRS Conquista, Pinsangue Seildo, FHIA 18, Macé e Pacovan. As amostras foram obtidas na
Embrapa Amazoénia Ocidental localizada em Manaus - Amazonas exceto a cultivar Maca que
foi oriunda de Manacapuru - Amazonas (Tabela 1).

Amostras de tecido foliar foram coletas ao acaso a partir de plantas adultas sadias,

armazenadas a temperatura ambiente e processadas no prazo de 24 horas ap0s a coleta.

Tabelal. Genétipo e coordenadas geograficas das amostras coletadas.

Cultivar Gendtipo Localizacao Coordenadas
Pisangue Seiléo BB Manaus-AM “S 02°53” W 059° 58°
Pacovan AAB Manaus-AM “S 02°53” W 059° 58°
BRS Conquista AAA Manaus-AM “S 02° 53° W 059° 58’
FHIA 18 AAAB Manaus-AM “S 02°53° W 059° 58’
Maca AAB Manacapuru-AM ‘S 03°18° W 060° 32’
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3.2 Desinfestacdo de Superficies

Inicialmente o tecido foliar foi lavado em agua corrente e posteriormente classificado
por cultivar. Para desinfestacdo, primeiramente, os fragmentos das folhas de cada cultivar
foram lavados em etanol 70%, em seguida o material foi imerso em uma solugdo de
hipoclorito de sodio 3% por um minuto. Ao final desse processo o material foi lavado
novamente em uma solucdo de etanol a 70% e duas vezes em agua destilada estéril, como
controle da desisfestacdo 50uL da agua utilizada na ultima lavagem foi plaqueado em meio
TSB (PROCOPIO et al., 2009).

3.3 Isolamento Bacteriano

Para isolamento das bactérias endofiticas, fragmentos de folhas de 4 a 5 mm, foram
inoculados em meio TSB por até 4 dias a 28°C. As colbnias crescidas em torno dos
fragmentos foram escolhidas aleatoriamente (PROCOPIO et al., 2009). Oito réplicas de cada
amostra foram armazenadas, sendo quatro em glicerol e quatro em meio TSB semi-solido.
Essas amostras foram depositadas na colecdo do MBT (Mestrado em Biotecnologia e Recusos
Naturais da Amazonia da Universidade do Estado do Amazonas).

3.4 Testes de Antagonismo

Para triagem das bactérias endofiticas com potencial antagdnico, discos miceliais de 5
mm de circunferéncia de FOC foram colocados no centro das placas de Petri contendo meio
BDA (Batata 200 g/mL™, Dextrose 20,0 g/mL™ e Agar 15 g/mL™?), em seguida, as placas
foram inoculadas com quatro diferentes bactérias endofiticas, a 3,5 cm do disco micelial. As
placas foram avaliadas no sétimo dia.

Ja para os testes de antagonismo contra FOC e Colletotricum sp. um disco de micélio
de 5 mm foi posicionado no centro da placa contendo BDA e em seguida duas coldnias da
mesma bactéria foram inoculadas a 3,5 cm de distancia do patdgeno em posicdes opostas e
incubados a 28 °C.

Foram realizadas trés réplicas para cada tratamento e controle. O crescimento dos
fitopatogenos foi mensurado no eixo de inibigéo entre as col6nias a partir do terceiro dia com

avaliacOes a cada dois dias, durante sete dias para FOC e 11 dias para Colletotricum sp..
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3.5 Extracdo de DNA

DNA bacteriano foi extraido de acordo com o protocolo de Sun et al., (2008)
modificado. A quantificacdo foi realizada com o auxilio do espectrofotdmetro (NanoDrop -

Thermo) e em gel de agarose 0,8 % para anélise da qualidade.

3.6 Reacdo de PCR ERIC and BOX-PCR

3.6.1 Reacdo com ERIC-PCR

Para o marcador ERIC-PCR foram utilizados os primers ERICIR 5'-
ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3" e ERIC2 5-AAGTAAGTGA CTGGGGTGAGCG-
3"(Hulton et al, 1991), e as reacOes realizadas com: 1X de tampdo 10 (500 mM KCI, 100 mM
Tris-HCI pH 8.4, 1% de Triton X-100), 2 mM de cloreto de magnésio, 0,2 mM de cada dNTP,
50 ng de DNA, 0,5 mM de cada primer e 1 U da Tag. Polimerase Phoneutria.

As reacoes de PCR foram realizadas no termociclador Veriti Applied Biossystems com
0s seguintes ciclos. Desnaturacgdo inicial 94°C por 2 minutos, 35 ciclos com desnaturacéo de
94°C por 1 min, anelamento 45,5°C por 1,5 min. Sintese 72°C 2 min. Sintese final: 72°C, por

8 minutos.

3.6.2 Reacdo com BOX-PCR

Para Box-PCR foi utilizado o primer BOX 1R (5"-CTCCGGCAAGGCGACGCTGAC
-3) (VERSALOVIC et al., 1994), e as reacOes foram realizadas contendo 1X de tampéo 10
(500 mM KCI, 100 mM Tris-HCI pH 8.4, 1% de Triton X-100), 3 mM de cloreto de
magnésio, 0,25 mM de cada dNTP, 50ng de DNA , 2 mM de cada primer e 1U da Tagq.
polimerase Phoneutria.

As reacOes de PCR foram realizadas no termociclador Veriti Applied Biossystems com
0s seguintes ciclos. Desnaturacdo inicial de 94°C por 5 minutos, 35 ciclos com desnaturagéo
de 94°C 1 min, anelamento 50°C por 1,5 min. Sintese 68°C, por 8 min. Sintese final 68°C por

8 minutos.
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3.6 Analises dos Dados

3.6.1 Antagonismo

Para teste de antagonismo, os dados de trés réplicas foram submetidos & anélise de
variancia e teste de Tukey (P < 0,01). A percentagem de inibi¢do foi calculada com base na

razdo entre a média de inibicdo e a média de crescimento do controle.

3.6.1 Antagonismo

Para analise da diversidade com base nos dados obtidos dos marcadores ERIC e BOX-
PCR, os perfis de bandas presenca (1) e auséncia (0) foram transformada em uma matriz
binéria e em seguida utilizada para obter um dendograma de similaridade calculado por meio
do Coeficiente de Dice e agrupado utilizando o algoritimo UPGMA (Unweighted Pair-Group
Method with Arithmetical Average). O dendograma foi obtido usando o software NTSys v.2.1
(ROHLF, 2002). Um nivel de 60% de similaridade minima entre os isolados foi considerado

para definicdo de Unidade Taxondmica Operacional (OTU) (Torres et al., 2008).

4. RESULTADOS
4.1 Isolamento Bacteriano
Foram isoladas 122 colbnias de bactérias endofiticas, sendo 23 isoladas da cultivar

Pacovan, 29 da Macd, 9 da BRS Conquista, 6 da Pisangue Seildo e 55 isolados da FHIA 18
(Tabela 2).
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Tabela.02- Lista de isoladas obtidos por cultivar com nimero de depdsito.

Maca Colecéo FHIA18 | Colecdo | FHIA18 | Colecdo | Pacovan | Colecéo BRS Colecéo Pisangue | Colecéo
Conquista Seildo

MO01 CBA-1869 FH6B CBA-1716 | FH14A | CBA-1702 P1 CBA-1748 BRS3 CBA-1739 PS6* CBA-1731

MO02 CBA-1870 FH7C CBA-1722 FH9B CBA-1730 P1A CBA-1804 BRS12 CBA-1745 PS9 CBA-1732

MO03 | CBA-1871 FH14 CBA-1701 | FH1A | CBA-1706 | P2Al1 | CBA-1806 | BRS10 CBA-1741 PS11 CBA-1734

M04 CBA-1872 FH5A1 CBA-1711 FH5A | CBA-1712 P2B CBA-1807 | BRS10A CBA-1742 PS6A CBA-1737

MO5* | CBA-1873 | FH12C | CBA-1691 | FH6C | CBA-1717 | P2B1 | CBA-1803 | BRS10C | CBA-1744 | PS11A | CBA-1735

MO06 CBA-1874 | FH11E1 | CBA-1688 FH9 CBA-1728 P3A CBA-1761 BRS6 CBA-1733 PS6A1 CBA-1738

MO7 | CBA-1875 | FH9Al1 | CBA-1693 | FH11C | CBA-1762 P6 CBA-1750 | BRS12F | CBA-1747

M08 | CBA-1876 | FH14C | CBA-1705 | FH11D | CBA-1764 P8 CBA-1751 | BRS10B | CBA-1743

M09 CBA-1877 FH12B CBA-1690 | FH10C | CBA-1685 P11B CBA-1758 | BRS12.1 CBA-1746

M10* | CBA-1878 | FH10B1A | CBA-1683 FH8 CBA-1724 | P11E | CBA-1765

M1l CBA-1879 FH5 CBA-1710 | FH12D | CBA-1694 P13 CBA-1769

M12 | CBA-1880 FH11 CBA-1686 | FH8B | CBA-1726 | P13D | CBA-1774

M13 CBA-1881 | FH10Bl1 | CBA-1681 FH6D CBA-1719 P2A CBA-1805

M14 CBA-1882 FH6C1 CBA-1718 | FH11E | CBA-1668 P14A CBA-1775

M15 | CBA-1883 | FH11E1A | CBA-1689 | FH14Al | CBA-1703 | P14B | CBA-1777

M16 CBA-1884 FH7B CBA-1721 FH1D CBA-1709 P14C CBA-1779

M17 | CBA-1885 FH13 CBA-1695 | FH7A | CBA-1720 | P14D1 | CBA-1781

M18 CBA-1886 FH10B CBA-1680 FH8A | CBA-1725 P14E CBA-1782

M19 | CBA-1887 | FH13A | CBA-1696 | FH13D1 | CBA-1700 | P15B | CBA-1784

M20 | CBA-1888 | FH10B1 | CBA-1681 | FH11l | CBA-1686 | P15C | CBA-1786

M21 CBA-1889 FH13B CBA-1697 FH10 CBA-1677 | P15D1 | CBA-1787

M22 | CBA-1890 | FH13D | CBA-1699 | FH5A1A | CBA-1713 | P17E | CBA-1797

M23 CBA-1891 FH18C CBA-1746 | FH16E | CBA-1749 P18A CBA-1798

M24 | CBA-1992 | FH11B | CBA-1727 | FH1B | CBA-1707

M25 CBA-1993 FH14B CBA-1704 FH1C CBA-1708

M26 CBA-1994 FHOA CBA-1729
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M27 | CBA-1995 FH7D CBA-1723
M28* | CBA-1996 FHOC CBA-1682
M29 | CBA-1897 FH10F | CBA-1714

*Bactérias que apresentaram atividade antag6nica & FOC e Colletotricum sp.
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4.2 Teste de Antagonismo in vitro

As bactérias endofiticas foram avaliadas pela técnica de cultura pareada contra FOC e
Colletotrichum sp.. Das 122 bactérias endofiticas avaliadas quatro apresentaram atividade
antagobnica contra FOC e Colletotrichum sp., sendo trés isolados da cultivar Macd (MO05,
M10, e M28) e um de Pisangue Seildo (PS6).

A inibicdo significativa com (P < 0,01) foi observado a partir do 5° dia para FOC

(Figura 2) e do 7° dia para Colletotrichum sp. (Figura 4). Os dados mostram diferencas por

isolados na percentagem de inibicdo para FOC onde o isolado PS6 apresentou maior taxa de
inibicdo (30%), seguido por M05 (28%), M28 (24%) e M10 (19%). Contra Colletotrichum
sp., 0 isolado M28 apresentou maior taxa de inibicdo 35%, seguido por MO5 (32%), PS6
(30%) e M10 (27%).

Figura 1. Teste de atividade antagdnica in vitro de bactérias endofiticas & Fusarium oxysporum f. sp.
cubense. A e D. Controle, B. Isolados M5, C. Isolados M28. E. Isolados SM10 F. Isolados RP6.
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Figura 2. Teste de antagonismo in vitro de bactérias endofiticas contra Fusarium oxysporum f. sp.

cubense em confronto direto. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(P < 0,01%). M5, M10, M28: isolados da cultivar Maca, e PS6 isolado da cultivar Pisangue Seilao.




Figura 3. Teste de atividade antagdnica in vitro de bactérias endofiticas contra Colletotrichum sp.; Ae
D Controles B isolado M5, C. isolado M10 E isolado M28 F. isolado PS6.
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Figura 4. Teste de antagonismo in vitro de bactérias endofiticas contra Colletotrichum sp. em
confronto direto. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P <
0,01%). M5, M10, M28: isolados da cultivar Maca, e PS6 isolado da cultivar Pisangue Seildo.

4.3 Identificaciao dos Isolados Selecionados

A analise filogenética da regido do 16S das quatro bactérias que apresentaram
atividades antifingicas revelou que estas correspondem a trés possiveis espécies diferentes de
Bacillus, onde as bactérias PS6 e SM10 apresentaram maior correlacdo com Bacillus
amyloliquefaciens, SM28 & Bacillus subtilis subsp. subtillis (Figura 5) e a bactéria SM5 esta
mais relacionada com Bacillus thuringienses (Figura 6).

27



66 | PS6
Bacillus amyloliquefaciens J3X827495

84 | Bacillus amyloliquefaciens JX674030
Bacillus amyloliquefaciens GU549438
SM10

Bacillus atrophaeus NR_024689

54 Bacillus vallismortis NR_024696

Bacillus subtilis subsp. subtilis JF313215

63 SM28
~{ Bacillus subtilis subsp. subtilis NR_027552
58

Bacillus subtilis subsp. subtilis JX490084
88

Bacillus aerius NR_042338
Salirhabdus euzebyi NR_042538
— Bacillus pumilus NR_043242

55

91 Bacillus aerophilus NR_042339

90 ! Bacillus stratosphericus NR_042336

100 Virgibacillus halodenitrificans NR_042967
I Virgibacillus salarius NR_041270

Bacillus viethamensis NR_024808
Bacillus carboniphilus NR_024690

34 { Bacillus acidicola NR_041942
80 Bacillus shackletonii NR_025373

21

0.005
Figura 5. Relagdo filogenética de bactérias endofiticas baseadas em sequéncia de 16S rDNA pelo

método Maximum Likelihood de Tamura-Nei, com 1000 bootstrap.

Bacillus megaterium NR 043401
Bacillus luciferensis NR 025511
Bacillus flexus NR 024691
|Terribacillus goriensis NR 043895
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81 98 | Terribacillus saccharophilus NR 041356

Bacillus thuringiensis NR 043403
SM5

94 | Bacillus thuringiensis JX674043

Bacillus thuringiensis HF545324
Bacillus firmus NR 043991

49 li Virgibacillus halophilus NR 041358
Bacillus coahuilensis NR 044037
54 Virgibacillus carmonensis NR 025481
—60|: Bacillus sonorensis NR 025130

—
0.01

Figura 6. Relagdo filogenética de bactérias endofiticas baseadas em sequéncia de 16S rDNA pelo
método Maximum Likelihood de Tamura-Nei, com 1000 bootstrap.
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4.4 Caracterizagéo da Diversidade por ERIC-PCR.

A diversidade genética de 122 linhagens de bactérias endofiticas foi avaliada por meio
da analise comparativa entre os padrGes eletroforéticos gerados pela amplificacdo de
sequéncias conservadas e repetitivas no DNA genémico.

Foram obtidas 35 bandas, com variagéo de 3 a 16 por isolado a partir de ERIC-PCR
das quais uma foi monomérfica para a comunidade de bactéria da cultivar Pisangue Seildo e
outra para comunidade de BRS Conquistas. A partir dos 29 isolados da cultivar macd, foram
obtidas 30 bandas 100% polimorficas. Com nove isolados da BRS Conquista e seis isolados
da Pisangue Seildo geraram respectivamente 19 e 13 bandas. Os 23 isolados da cultivar
Pacovan e os 55 de FHIA 18 amplificaram 26 e 33 bandas polimorficas respectivamente
(Figura 5 B).

Analisando a estrutura dos grupos formados por UPGMA, a partir dos dados de ERIC-
PCR, observou-se a formagdo de seis grupos, formados por 31 isolados (G1), 24 (G2), 29
(G3), 11(G4) 14 (G5) e 0 G 6 formado por 10 isolados da cultivar FHIA 18 (Figura 6).
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Figura 5. Em A. Perfis eletroforéticos das bandas geradas por ERIC-PCR. B. Perfis eletroforéticos das
bandas geradas por BOX-PCR, onde M representa Marcador 1Kb Plus DNA Lander Fermentas e 0s

numeros de 01 & 10 corresponde aos isolados M10, M16, BRS10B, BRS10A, PS11, PS6A, P2A,
P15B, FH1A, e FH8 respectivamente.
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Figura 6. Dendograma de similaridade calculado por meio do Coeficiente de Dice e agrupado
utilizando o algoritimo UPGMA com base nos dados de ERIC-PCR dos 122 isolados endofiticos de
diferentes cultivares de Musa spp.
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4.5 Caracterizacao da Diversidade por BOX-PCR.

Foram obtidas 26 bandas polimdrficas variando de 2 a 16 por isolado. A partir das
cultivares Magd, Pacovan e FHIA 18, foram obtidas 23, 22 e 21 bandas respectivamente. Os
isolados das cultivares BRS Conquista e Pisangue Seildo apresentaram 13 e 17 bandas.

A estrutura dos grupos formados pelo UPGMA, a partir dos dados de BOX-PCR
também permitiram a formacéo de seis grupos: G1 com 33 isolados, G2 com 50, G3 com 23.
O grupo G4 apresentou apenas quatro isolados sendo trés isolados da cultivar FHIA 18 e um
da cultivar Pacovan. O grupo 5 apresentou onze isolados, j& o isolado FH11B proveniente da
cultivar FHIA 18 diferenciou-se dos demais permanecendo em um perfil Unico.

A analise polifasica com os dois marcadores (BOX e ERIC em conjunto) permitiu a
formagdo de um dendrograma comum com a distancia genética dos isolados variando entre
11% e 100%. Apenas quatro isolados oriundos da mesma cultivar apresentaram similaridade
de 100% (Figura 8). Os isolados FH12D e FH6D, obtidos da cultivar FHIA 18, e os isolados
PS11 e PS11A de Pisangue Seildo também apresentaram similaridade de 100%.

Através da andlise de agrupamento dos dados de ERIC e BOX-PCR com 60% de
similaridade, foram observadas 64 possiveis OTUs compostas por 30 grupos e 34 perfis
unicos. Entre as OTUs formadas destacam-se a 5, 7, 12, 13, 35 e 54 estas foram as Unicas

formadas por mais de quatro isolados.
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de diferentes cultivares de Musa spp.
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endofiticos de diferentes cultivares de Musa spp., com ponto de corte de 60% de similaridade para
formacéo de OTUs.
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5. DISCUSSAO

5.1 Triagem e atividade antag6nica

Bactérias endofiticas de bananeira foram estudadas por Thomas et al., (2008), Thomas
et al., (2009) que identificaram bactérias endofiticas cultivaveis e ndo cultivaveis cv. Grand
Naine. Contudo, este é o primeiro trabalho desenvolvido com cinco diferentes cultivares dos
gendtipos: BB, AAA, AAAB, e AAB (Tabela 1). No presente, trabalho foram isoladas e
caracterizadas 122 bactérias endofiticas provenientes de folhas de cinco cultivares de
bananeira: Maca, Pacovan, FHIA18, BRS Conquista e Pisangue Seildo, todas obtidas da
regido Amazonica.

Todos os isolados foram submetidos a testes de antagonismos contra FOC, que é
agente causal do mal-do-Panamé em bananeiras, para triagem das linhagens potencialmente
produtoras de compostos que propiciem a inibicdo do crescimento de fungos. Dos 122
isolados analisados, quatro apresentaram atividade antagdnica in vitro contra FOC (Figura 1) .
Para analisar se 0 antagonismo também ocorreriam em outros fitopatdgenos, testes foram
realizados com Colletotrichum sp..

Os resultados mostrados nas Figuras 2 e 4 revelam diferencas significativas entre o
controle e os tratamentos com as quatro diferentes linhagens de bactérias tanto para FOC
guanto para Colletotrichum sp.. Apesar do maior percentual de inibi¢do ter ocorrido em
Colletotrichum sp., ndo houve diferencas significativas de inibicdo entre os isolados M28
(35%), M5 (32%), PS6 (30%) e M10 (27%) (Figura 4). J& para FOC, o isolado PS6
apresentou maior taxa de inibicdo 30%, seguido por M5 (28%), M28 (24%) e M10 (19%),
porém apenas os isolados PS6 e M10 apresentaram diferenca significativa (P < 0,01) (Figura
2).

Diferencas no potencial de inibicdo de bactérias endofiticas contra diferentes especies
de fungos, por meio da producdo de metabdlitos antifingicos, também foram observadas por
Swain e Ray (2009) durante a analise da atividade antag6nica de Bacillus subtilis, que inibiu
de 25% a 34% o crescimento de F. oxysporum e 100% o de Botryodiplodia theobromae. O
percentual de eficiéncia de inibicdo obtido tanto por bactérias quanto por fungos utilizados
para controle bioldgico varia de acordo com os organismos testados. Em teste de inibicdo
contra Verticillium dahliae a partir de fungos da rizosfera e endorrizas a eficiéncia destes
variou entre 8,58% e 69,78% (Zheng et al., 2011).

Neste trabalho, dos quatro isolados que apresentaram atividade antagbnica contra FOC
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e Colletotrichum sp., trés foram provenientes da cultivar Macd, uma das cultivares
consideradas mais susceptivel a doencas causadas por fitopatégenos. Em interacGes de
bactérias endofiticas diazotroficas e FOC em mudas de bananeiras macd, as bactérias
diazotroficas reduziram as unidade de propagulos de FOC, alem de promover o crescimento
da planta (WEBER et al., 2007). A comunidade de bactérias endofiticas antagonista tende a
aumentar em bananeiras quando inoculadas com fitopatdégeno indicando que a infestacéo
auxilia a selecdo de antagonistas (LIAN et al., 2008). Na associacdo de populacdes de
bactérias cultivaveis de folhas de bananeiras, e sua atividade antagbnicas contra
Mycosphaerella fijiensis, bactérias endofiticas testadas mostraram maior percentual de
inibicdo do que Bacillus subitilis usado como controle positivo por meio de alteragfes na
morfologia do micélio e do ascosporo (CEBALLOS et al., 2012).

Bacillus spp. tém sido descrito como 0s mais promissores agente de controle
bioldgico, varios trabalhos demonstram o potencial deste género para o controle de patégenos
de diferentes culturas (WULFF et al. 2002; KILDEA et al. 2008, ARGUELLES-ARIAS et al.
2009; PEREZ-GARCIA et al. 2011). Recentemente Bacillus amyloliquefaciens, isolado da
rizosfera de bananeiras sadias em campo altamente contaminado com Fusarium oxysporium
sp. cubense (FOC), mostrou efeito na promogédo do crescimento de plantas de bananeira e
atividade antagbnica contra FOC por meio da producdo de lipopeptides antifingicos e
composto volateis (WANG et al., 2012). Pesquisas realizadas por Yuan et al., (2012) também
revelam que B. amyloliquefaciens produz pelo menos 11 compostos volateis capazes de
capazes de reduzir o crescimento micelial e inibir a germinacdo dos esporos do patdgeno
FOC.

Principalmente devido a producdo de compostos antimicrobianos semelhantes ao
lipopeptideo iturina (iturin-like), linhagens de B. subtilis tem sido utilizadas como agentes
para biocontrole de doencas flngicas e bacterianas (ZERIOUH et al., 2011). B. subtilis
também mostraram atividade in vitro contra vérias espécies de Fusarium, o componente
responsavel pela atividade antifingica foi identificada como fengicina, outro lipopeptideo
comumente produzido por B. subtilis (HANENE et al., 2012).

Outra espécie que também tem demonstrado grande potencial para aplicacbes em
controle biologico é B. thuringiensis, Mojica-Marin e colaboradores (2008) revelam néo s6 o
potencial antagbnico de B. thuringiensis contra Rhizoctonia solani de pimenta, como também
0 aumento do crescimento das mudas associadas as estipes antagbnicas. Embora tenha sido

demonstrado o potencial de B. thuringiensis para controle bioldgico de fungo, esta espécie
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tem se destacado no controle bioldgico de varios insetos vetores, sendo uma boa alternativa
aos pesticidas e produtos quimicos. B. thuringienses pode produzir toxidade 24 vezes maior
qguando comparado a inseticida de incursdo (KONECKA et al., 2012). Ja Liu et al., (2012) por
meio de recombinacéo do gene crylE demonstraram que B. thuringienses é capaz de controlar
pragas e doencas fungicas em uma cultura. Isso demonstra o potencial do género Bacillus na
producdo de compostos com potencial biotecnolégico e uso como agentes para controle

bioldgico de diversas culturas.

5.2 Diversidade Genética

Neste trabalho, as técnicas de ERIC e BOX-PCR foram utilizadas na analise da
diversidade e na obtencao de OTUs.

Analisando a estrutura dos grupos formados pelo Coeficiente de Dice, a partir dos
dados de ERIC-PCR, observa-se a formacdo de seis grupos compostos por subgrupos
relacionados a cada hospedeiro. O grupo 2 apresentou menor distancia genética, tendo sete
isolados com 100% de similaridade, enquanto o grupo 6 apresentou a maior distancia genética
com 73% de similaridade, este grupo foi formado unicamente por isolados da cultivar FHIA
18 (Figura 6). Ainda com ERIC-PCR foi possivel diferenciar 107 dos 122 isolados, visto que
para 15 isolados de diferentes grupos foi encontrada similaridade de 100%, indicando a
possibilidade de clones ou a incapacidade do marcador em diferencia-los.

Por meio de BOX-PCR, foram obtidas 26 bandas, todas polimorficas diferente da
técnica de ERIC, onde foram identificados loci monomorficos para bactérias isoladas das
cultivares BRS Conquista e Pisangue Seildo. Assim como ERIC-PCR, o marcador BOX
agrupou os isolados em seis clusteres. Embora, este marcador tenha apresentado um nimero
de bandas inferior ao ERIC-PCR, o agrupamento obtido por BOX-PCR foi capaz de
diferenciar isolados que apresentaram similaridade de 100% com ERIC-PCR, como por
exemplo, os isolados P2A e P14A. Com BOX, a similaridade mudou para 95%. Além disso,
o0s isolados M1 e M4 que apresentaram 87,7% de similaridade com ERIC apresentaram 35%
com BOX-PCR e foram agrupados em ramos diferentes no dendrograma (Figura 6 e 7). Os
resultados diferentes, gerados por BOX em relacdo a ERIC-PCR, foram uteis no estudo da
diversidade de bactérias endofiticas, possibilitando a diferenciacéo entre organismos, que para

ERIC eram muito semelhantes.
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Alta diversidade genética também foi descrita por meio de BOX-PCR, analisando
bactérias diazotréficas (LIRA-CADETTE et al., 2012). Também em analise de diversidade de
bactérias endofiticas, BOX-PCR foi altamente bem sucedida em discriminar bactérias
intimamente relacionadas a partir da familia Enterobacteriaceae (TORRES et al., 2008).

Para determinagdo de OTUs, foram utilizados os dados em conjuntos dos dois
marcadores (BOX e ERIC). A andlise polifasica permite mais confiabilidade segundo
Rademaker et al., (2000), os resultados obtidos por combinacdo destes marcadores
evidentemente sdo mais significativos e consistentes, pois 0 numero total de bandas €
consideravelmente aumentado. Quando comparadas andlise Unica e a analise poliféasica
constatou-se que nesta Ultima apenas quatro isolados da mesma cultivar apresentaram
similaridade de 100% (Figura 08), enquanto que em analise unica, 15 isolados apresentaram
100% de similaridade para ERIC e 13 para BOX. O dendrograma gerado pela andlise
polifasica mostrou uma tendéncia de agrupamento dos isolados de bactérias endofiticas por
cultivar.

O critério para determinacdo do ponto de corte para formacdo de OTUs diverge entre
diferentes autores. Encontram-se valores como de 60% (YANG et al., 2004; TORRES et al.,
2008), 70% (GRANGE e HUNGRIA 2004; ALBERTON et al., 2006; SCHLOSS et al., 2006)
entre outros.

Diferentes nimeros de OTUs foram obtidas quando consideramos um ponto de corte
de 70% e 60% de similaridade entre os isolados. Quando tracado um ponto de corte em 70%
de similaridade, verificou-se a formacdo de 89 possiveis OTUs. Esse nimero diminui quando
um ponto de corte € tragado em 60% de similaridade, onde ocorre a formagao de 64 possiveis
OTUs (Figura 8). Grande numero de OTUs também tem sido identificado em bactérias
endofiticas isoladas de diferentes plantas hospedeiras. Torres et al., (2008) identificaram a
formacdo de 23 OTUs em uma amostra de 53 isolados, utilizando BOX-PCR com ponto de
corte em 60% de similaridade.

Considerando um ponto de corte de 60% de similaridade, foram obtidas 64 possiveis
OTUs, indicando que os 122 isolados analisados no presente estudo podem representar 64
possiveis espécies, uma vez que OTUs individuais podem ser definidas como espécies em
potencial. Grange e Hungria (2004) analisaram a diversidade genética de rizobios de feijao
(Phaseolus vulgares) em dois ecossistemas brasileiros e os dados obtidos a partir de ERIC-
PCR revelaram enorme variabilidade genética com 81% dos isolados representando estirpes

Unicas quando considerado um nivel de 70% de similaridade.
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Diferente do observado por Torres et al., (2008) que verificaram uma relagdo néo
estreita entre endofitico de diferentes espécies hospedeiras, a diversidade genética e analise de
OTUs dos 122 isolados avaliados neste trabalho mostraram uma relacdo estreita entre as
cultivares de origem e os isolados, sugerindo uma possivel preferéncia dos endofiticos pela

cultivar hospedeira.

6. CONCLUSAO

As técnicas BOX e ERIC-PCR foram bem sucedidas em discriminar os endofiticos.

Os isolados apresentaram alta diversidade genética com os dois marcadores
estudados sendo encontradas associacdes entre os endofiticos e as cultivares hospedeiras.

Bactéria endofitica da cultivar Pisangue Seildo apresentou melhor potencial no

controle in vitro de F. oxysporum f. sp. cubense.
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