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RESUMO

Gossypium hirsutum L. consiste na espécie de algodao mais cultivada em todo o
mundo, apresentando importante significancia histérica e econdmica, principalmente
no continente americano. Além das tipicas pragas que afetam amplamente o
algodoeiro, sabe-se que a planta exibe uma diversa comunidade microbiana
simbidtica. Micro-organismos endofiticos sdo definidos como aqueles que passam
parte ou todo o periodo de vida colonizando assintomaticamente tecidos vegetais e,
por varios mecanismos, podem promover o crescimento do hospedeiro e participar
de sua protecao frente a patégenos. O objetivo do atual estudo foi o isolamento e
avaliagdo qualitativa de diversas potencialidades biotecnologicas de bactérias
endofiticas isoladas de folha de algoddo. Nove morfotipos bacterianos foram
isolados, com 77,7% exibindo positividade para pelo menos um dos testes de
triagem. O mesmo percentual de isolados (77,7%) foi capaz de gerar acido-indol-
acético (AlA), 66,6% solubilizaram fosfato e 55,5% cresceram em meio livre de
nitrogénio. Dois isolados, AL1 e ALS8, geraram exoenzimas extracelularmente e
apenas um morfotipo, AL1, foi habil em inibir o crescimento de uma das cepas-
padrao bacterianas empregadas como indicadoras. Os resultados sao promissores
para a conducgdo de estudos futuros que consolidaram essas possiveis aplicagdes
das bactérias endofiticas de algodao sobre as mais diversas areas no campo
biotecnoldgico.

PALAVRAS-CHAVE: algodao, bactérias endofiticas, bioprospeccao.
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SCREENING OF BIOTECHNOLOGICAL POTENCIALITIES OF ENDOPHYTIC
BACTERIA ISOLATED FROM Gossypium hirsutum L. LEAVES

ABSTRACT

Gossypium hirsutum L. consists in the most cultivated cotton species worldwide,
exhibiting significative historical and economical importance, mainly in the American
continent. Beyond common plagues that widely affect cotton, it is known that the
plant exhibits a diverse symbiotic microbial community. Endophytic microorganisms
are defined as those that spend part or the entire life period colonizing asymptotically
plant tissues and, by several mechanisms, can promote the host growth and
participate in its protection against pathogens. The aim of the actual work was the
isolation and qualitative evaluation of various biotechnological potentialities of
endophytic bacteria isolates from cotton leaves. Nine bacterial morphotypes were
isolated, with 77,7% exhibiting positivity for at least one of the screening tests. The
same percentage of isolates (77,7%) was capable to produce indole-acetic-acid
(IAA), 66,6% solubilized phosphate and 55,5% grew in a free-nitrogen medium. Two
isolates, AL1 and AL8, generated extracellularly exoenzymes and only one
morphotype, AL1, was able to inhibit the growth of one of the applied bacterial
standard strains. The results are promising for the conduction of future studies that
will consolidate these possible applications of the endophytic bacteria from cotton
under the most different areas in the biotechnological field.

KEYWORDS: bioprospecting, cotton, endophytic bacteria.

INTRODUCAO

O algodao (Gossypium hirsutum L.) € uma das culturas mais importantes e
antigas do mundo, sendo o Brasil o quinto maior produtor desse cultivo. O vegetal,
pertencente a familia Malvaceae, destina-se primariamente a produgao de fibra téxtil
e Oleo. Além dos produtos primarios, o algodao é base para uma série de aplicacoes
que vao desde a utilizacdo do vegetal na medicina tradicional até alimentacdo do
gado (CIANCHETTA; DAVIS, 2015; WEGIER et al., 2016).

A espécie tem sido alvo de estudos por diversas areas tradicionais como as
ciéncias agrarias, botanica, evolucdo e também por novas areas, como a
microbiologia, que visa compreender as relacbes entre os micro-organismos € o
algodoeiro (WENDEL et al.,, 2010). Os vegetais normalmente coexistem com o0s
micro-organismos, sendo considerados microecossistemas complexos, nos quais
diferentes nichos ecolégicos podem ser explorados seja por micro-organismos
epifiticos, seja por endofiticos (COSTA et al., 2010). Micro-organismos endofiticos
constituem um grupo formado por fungos e bactérias que vivem ou possuem parte
do ciclo de vida em tecidos vegetais de forma assintomatica ao hospedeiro (LOPEZ;
SWORD, 2015). Sao conhecidos hd mais de 120 anos, evidenciados como
produtores de biomoléculas ativas, além de fonte produtora de compostos ainda nao
caracterizados (HARDOIM et al., 2008; MUNJAL et al., 2016).

Estes micro-organismos desempenham varias funcbes importantes para
seus hospedeiros, pois realizam interagdes simbibticas com os mesmos e sao
capazes de proteger as plantas do ataque de insetos, de doencas e do ataque de
mamiferos herbivoros por meio da liberacdo de antibidticos e também toxinas
(SANTOS; VARAVALHO, 2011). A maior aplicacdo pauta-se na promoc¢ao do
crescimento vegetal, sobretudo na capacidade de solubilizar fosfato inorganico, fixar
nitrogénio na forma de amédnio, induzir resisténcia a patdégenos por meio da
producao de sideroforos e fitohormonios (PEREIRA et al., 2016).
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A bioprospeccao de bactérias em plantas utilizadas em finalidades médicas
e agronémicas é um campo com uma ampla variedade de possiveis aplicacées, seja
na pesquisa por compostos antimicrobianos/citotoxicos frente a patdégenos humanos
e vegetais, biofertilizantes, enzimas para a area industrial e de bioprocessos (JOE et
al., 2016). Diante do exposto, este estudo teve como objetivos isolar e prospectar
sistematicamente in vitro bactérias endofiticas de folhas de algodao geradoras de
compostos/enzimas de interesse biotecnolégico.

MATERIAL E METODOS

Isolamento de micro-organismos endofiticos

As folhas de Gossypium hirsutum L. foram coletadas nas adjacéncias do
Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica da Universidade Federal de Goias
(162 67’ 248" S; 49° 24’ 366" W). Foram selecionadas apenas as folhas que nao
apresentavam manchas ou injarias visiveis a olho nu. As amostras vegetais foram
lavadas em agua corrente e sabdo, secas a temperatura ambiente sobre papel
absorvente e superficialmente desinfestadas.

A sequéncia de desinfestacao das folhas foi realizada conforme descrito por
Araujo et al., (2002). A eficiéncia do processo de desinfestacdo foi testada e as
folhas previamente desinfestadas foram fragmentadas assepticamente em amostras
de 1,0 cm?, semeadas em placas contendo agar nutriente (AN) e incubadas a 30°C
por 15 dias. As placas foram monitoradas diariamente, os micro-organismos isolados
por esgotamento em AN e armazenados em caldo BHI com glicerol a 20% (v/v) em
freezer a —20°C.

Triagem do potencial de promocao de crescimento vegetal

Produgéo de acido indol-acético (AlA)

A avaliacdo qualitativa da producdo de AIA seguiu 0 método colorimétrico
descrito por Gordon e Weber (1951), com modificacées. Aliquotas de 100 ul dos
isolados, previamente crescidos em caldo BHI, foram inoculados em caldo Triptona
de Soja (TSB) a 10%, suplementado com L-triptofano a 5,0 mM e incubados a 30°C,
por 24 horas, sob rotacdo de 130 rpm. Apdés o crescimento, as culturas foram
centrifugadas a 10.000 g por 12 minutos e 100 ul do sobrenadante foi transferido
para uma placa de 96 pogos contendo 100 ul do reagente de Salkowski (50 mL de
acido perclérico a 35% e 1,0 mL de FeCl; a 0,5 M). As placas foram incubadas no
escuro por 30 minutos e a presenca de uma cor rosa foi indicativo de positividade.

Solubilizagao de fosfato

A solubilizacdo de fosfato foi determinada a partir do cultivo dos isolados em
meio NBRIP (10 g L™ de glucose; 5,0 g L de Cas(PO4)2; 5,0 g L' de MgCl,.6H,0;
0,2 g L' de KCI; 0,25 g L' de MgSO47H,0) (NAUTIYAL, 1999). Isolados
previamente crescidos em caldo BHI, foram inoculados no meio NBRIP com o auxilio
de um inoculador de Steer e incubados por sete dias a 30°C. Foram considerados
solubilizadores 0s micro-organismos cujas colbnias apresentaram um halo
transparente ao seu redor. O indice de solubilizacao (IS) foi determinado pela razédo
entre o tamanho do halo e o tamanho da colénia (LIRA-CADETE et al., 2012).

Fixagdo de nitrogénio
A capacidade de fixacao de nitrogénio foi avaliada pelo cultivo dos micro-
organismos em meio semissélido livre de nitrogénio adaptado de Rennie (1981) (5,0
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g L' de manitol; 5,0 g L™ de sacarose; 0,4 g L' de KoHPO4; 0,4g L' de KHoPOy;
0,2g L' de MgS0,.7H,0; 0,02g L™ de CaCl,; 0,002 g L' de NaMoO4.H,0; 0,01 g L™
de FeCls; 0,075 g L™ de bromotimol e 2,3 g L™ de agar, pH 5,7). Os isolados foram
incubados a 30°C por sete dias e foram considerados provaveis fixadores do gas os
que turvaram o meio e modificaram a cor de verde para amarelo durante cinco
repiques consecutivos.

Triagem da producao de enzimas extracelulares

A avaliagdo qualitativa da geragdo de enzimas extracelulares foi realizada
através da inoculacdo dos micro-organismos, previamente crescidos em caldo BHI,
em meios de cultura especificos para cada enzima com o auxilio do inoculador de
Steer. Foi investigada: a producao de lipase, esterase, celulases e pectinases. Apds
incubagcdo por 48 horas a 30° C, foram calculados os indices enzimaticos (IE)
através da razdo entre o tamanho do halo e o tamanho da colénia bacteriana.

A avaliacdo da producdo de esterases e lipases seguiu em conformidade
com a metodologia proposta por Sierra (1975), utilizando o meio bactopeptona (10 g
L™ de Bacto peptona; 5 g L' de NaCl; 0,1 g L' de CaCl,. H,O; 18 g L' de agar, pH
7,2), suplementado com 1,0 mL de Tween 20, a concentracao de 1,0% (v/v), para a
atividade esterasica e 1,0 mL de Tween 80, a concentragdo de 1% (v/v), para a
atividade lipolitica. Para ambas as enzimas, a leitura positiva é indicada pela
presenca de halos claros ao redor das colbnias.

A habilidade em degradar a pectina foi verificada pelo cultivo dos micro-
organismos em meio M9 (6,0 g L™ de Na,HPO4; 3,0 g L' de KH,PO4; 0,5 g L de
NaCl; 1,2 g L de extrato de levedura, 4,0 g L' de pectina, 15 g L de &gar,
acrescidos de 1 mL de solucdo de MgS0O,.7H.O a 0,1 M e 10 mL de solugcédo de
CaCl, a 1,0 M) (CATTELAN,1999). A presenca de halos apds tratamento com uma
solucao de HCI evidenciou a degradacgéo do polissacarideo.

Para averiguacao da geracao de celulases, os isolados foram incubados em
meio minimo base (7,0 g L' de KH,PO,4; 0,1 g L' de MgS04.7H,0; 1,0 g L™ de
(NH4)2SO04; 0,6 g L' de extrato de levedura e 15 g L™ de 4gar, pH 7,2) suplementado
com 1,0% (m/v) da fonte celulolitica (STAMFORD et al., 1998). Foram testadas
como fontes de celulose: a celulose microcristalina, bagaco de cana e bagaco de
bambu. Apds a incubacédo, as placas foram tratadas com uma solucao de lugol e a
presenca de halos claros ao redor das colbnias foi indicativa de degradacao.

Triagem da atividade antimicrobiana

A determinacao da atividade antimicrobiana seguiu a metodologia descrita
por Romeiro (1989), com adaptacdes. Os micro-organismos endofiticos, previamente
crescidos em caldo BHI, foram inoculados em placas contendo meio sélido 523 de
Kado e Heskett (KADO; HESKETT, 1970) e incubados por 48 horas a 30°C. Apds o
crescimento, as placas foram expostas por 30 minutos a luz ultravioleta (A = 254
nm). O agar foi fragmentado e tratado com agua destilada esterilizada para a
extracdo das substancias com acdo antimicrobiana. A solucdo aquosa resultante foi
esterilizada por filtracao em filtros Millipore (0,22 um) e mantidos a —20°C até a
utilizacao.

Pogos de 5,0 mm de diametro foram feitos no agar Mdueller-Hinton
previamente semeado com as bactérias indicadoras na concentracdo de 1,5x10°
UFC/mL. A cada poc¢o foram acrescidos 30 pL dos extratos obtidos a partir dos
micro-organismos endofiticos e as placas foram incubadas por 24 horas a 30°C.
Apébs este tempo, o didmetro das zonas de inibicAo de crescimento foram
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mensurados. O controle negativo consistiu um uma aliquota de 30 pL de extrato
obtido a partir do meio sélido de Kado isento de crescimento. Foram avaliadas as
atividades antimicrobianas frente as cepas-padrdao Staphylococcus aureus ATCC
25923 e Escherichia coli ATCC 25922.

Analise estatistica

Os dados obtidos a partir dos testes in vitro, realizados em triplicata, foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA), e as médias foram comparadas através
do teste de Scott-Knott, a 5% de significancia no software SISVAR® versao 5.3
(FERREIRA, 2011).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram isolados nove diferentes morfotipos bacterianos de folhas de
Gossypium hirsutum L., os quais foram nomeados de “AL” seguido de numeracao.
Desse total, 77,7% dos isolados apresentavam alguma das atividades avaliadas. Um
namero de isolado semelhante foi encontrado por Romero et al. (2015), que ao
estudarem endofiticos de tomateiro conseguiram isolar 10 micro-organismos
utilizando meios de cultivo ndo seletivos. Esses autores também observaram a
versatilidade dos micro-organismos isolados em produzir diversas auxinas e
metabdlitos com potencial para biocontrole.

Durante a interacao entre os endofiticos e os vegetais ocorre a producéao de
diversos metabdlitos responsaveis pela adaptacdo dos micro-organismos ao nicho
em que habitam no hospedeiro. Esses metabdlitos tém papel na promocédo do
crescimento vegetal, defesa contra patégenos, além de serem importantes
mecanismos de comunicagao entre os micro-organismos e o vegetal. Ademais, os
endofiticos contribuem para a producdo de metabdlitos nos vegetais, sobretudo de
antimicrobianos em plantas de uso medicinal. Sob esse ambito, esses micro-
organismos constituem-se em importante e promissora fonte de prospeccao de
substancias bioativas (REINHOLD-HUREK; HUREK, 2011; BRADER et al., 2014).

A geracao de AlA foi observada em 77,7% dos isolados avaliados (Tabela
1). A producado dessa auxina € uma caracteristica comum em bactérias endofiticas e
tem sido observada em diversas espécies vegetais tais como milho (SILVA et al.,
2016), batata (OGATA-GUTIERREZ et al., 2016) e diversas plantas medicinais
(KHAN et al., 2017). Embora os endofiticos sejam capazes de produzir um grande
namero de fitohorménios, as auxinas e, em especial, 0 acido-3-indol acetico (AlA)
sdo0 0s mais comumente gerados. Esses compostos apresentam papel direto no
crescimento vegetal por controlarem diversos estagios do crescimento das plantas,
dentre os quais destacam-se: divisdo e alongamento celular, diferenciacdo de
tecidos e aumento apical do vegetal (GOSWAMI et al., 2015).

O fésforo € um dos nutrientes mais importantes para o vegetal e esta
envolvido em diversos processos celulares basicos como a fotossintese e a divisdo
celular. Entretanto, grande parte do fésforo no solo esta na forma insoluvel, sendo
um dos grandes limitantes da agricultura atual. Os anions fosfato (H.PO*; HPO4?)
sdo extremamente reativos e formam complexos com diversos metais no solo tais
como o calcio, ferro e aluminio. Esse complexo torna os compostos insoluveis e
indisponiveis ao vegetal. Os micro-organismos solubilizadores sao aqueles capazes
de converter as formas insoluveis do fosfato em ions soluveis e disponiveis ao
vegetal (LIU et al., 2016; MONDAL et al., 2016).

Embora os endofiticos encontrados nesse estudo apresentem potencial na
solubilizacdo de fosfato, Rodrigues et al. (2016) destacam que para que a
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solubilizacdo acontega, os micro-organismos devem estar préximos a fonte de
fosforo, haja vista que a solubilizacdo de fosfato envolve muitas vezes a liberagéo de
acidos sob a fonte de fosfato. Dessa forma, é necessario avaliar posteriormente a
capacidade desses endofiticos em habitar a regido de solo aderida as raizes
(rizosfera).

A habilidade de solubilizar fosfato esteve presente em 66,6% dos isolados,
com IS variando entre 1,4 e 4 (Tabela 1). Dois isolados, AL8 e AL9 exibiram valores
elevados de IS, embora fossem estatisticamente distintos. De acordo com a
classificacao proposta por Silva filho e Vidor (2000), IS abaixo de 2 é considerado
baixo, entre 2 e 3, médio, e acima de 3, alto. O presente estudo encontrou um maior
namero de solubilizadores em comparacdo a prospeccao realizada por Perez-
Rosales et al. (2017), que observaram 55,44% de endofiticos de raizes de jojoba
solubilizadores do anion e o estudo conduzido por Kruasuawan e Thamchaipenet
(2016) que encontraram um percentual de 12,02% de endofiticos de cana-de-agucar
com capacidade solubilizadora.

A fixacdo de nitrogénio foi observada em 55,5% dos isolados (Tabela 1).
Diversos estudos tém se proposto a isolar micro-organismos fixadores de nitrogénio
de plantas de interesse agronémico como o arroz (SEV et al., 2016), a cana-de-
acucar (BENEDUZI et al., 2013) e de plantas medicinais (DEVI et al., 2017). A
fixacdo biolégica de nitrogénio é a caracteristica mais desejavel dentre as
associadas a uma bactéria promotora do crescimento vegetal. O nitrogénio participa
de diversos processos celulares importantes e sua forma mais abundante na
natureza, o nitrogénio molecular (N2) é indisponivel aos vegetais. Micro-organismos
fixadores de nitrogénio sdo aqueles capazes de converter No em aménia e nitratos,
formas absorviveis pelo vegetal. Devido a caréncia de compostos nitrogenados no
solo é necesséario grande aporte de nitrogénio inorganico para suplementacédo de
lavouras. Dessa maneira, bactérias que apresentem fixagdo do mesmo,
especialmente aquelas que também produzem AIA ou solubilizam fosfato
constituem-se como promissores bioinoculantes (SANTI et al., 2013; AHEMAD;
KIBRET, 2014).

TABELA 1: Fatores de promoc¢ao do crescimento vegetal produzidos por bactérias
endofiticas de folha isoladas de algodao (Gossypium hirsutum L.).

Isolado Producao de AlA IS* Fixacao de nitrogénio
ALA1 + 0,0 —
AL2 + 2,02 +
AL3 + 2,42 —
AL4 - 0,0 -
AL5 - 0,0 -
AL6 + 1,6° +
AL7 + 1,4° +
AL8 + 3,3° +
AL9 + 4,0° +

IS*: Indice de Solubilizacdo. Média de trés repeticbes do IS. As médias que
apresentam letras subscritas iguais nao diferem entre si (teste de Scott-Knott,
p<0,05).

A producao de lipases e esterases foi observada somente para o isolado
AL1. Por sua vez, a atividade pectinolitica foi confirmada para os isolados AL1 e
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AL8. Nenhum isolado foi capaz de degradar as trés fontes celuloliticas avaliadas
(Tabela 2). Embora o numero de isolados produtores de enzimas extracelulares
tenha sido menor que o observado por Specian et al. (2016), que isolaram
endofiticos de folha de acerola, observaram que os indices enzimaticos do atual
trabalho para a pectinase eram maiores que o dos referidos autores. As pectinases
exibem especial aplicacdo na industria alimenticia, pois facilita o processamento da
mistura das frutas ou vegetais para a geracao do suco, uma vez que ha reducédo da
viscosidade do polissacarideo devido a acao enzimatica, reduzindo muito os custos
de producdo (KHAN et al., 2013). Os morfotipos AL1 e AL8 serdo submetidos a
futuros ensaios para avaliar as melhores condicbes de geragdo e rendimento das
enzimas para uma possivel caracterizacao futura da mesma.

Essas enzimas extracelulares tém sido documentadas em endofiticos de
diferentes fontes e estdo relacionadas a colonizagdo dos tecidos vegetais. A
liberacdo dessas enzimas permite a degradagdo da parece celular vegetal e a
potencial colonizacdo dos espacgos inter e intracelulares. Essas proteinas ainda
participam ativamente na defesa contra patégenos (HAQUE et al., 2015). Além de
seu papel na interacdo entre os vegetais € 0s micro-organismos, apresentam
importantes aplicagbes biotecnoldgicas nas areas alimenticia, téxtil, quimica,
agrondmica e médica (DUMORNE et al., 2017; FELESTRINO et al., 2017; MADHU;
CHAKRABORTY, 2017).

TABELA 2: Valores de indices enzimaticos (IE) obtidos na avaliacdo qualitativa da
producdo de enzimas extracelulares pelas bactérias isoladas de
algodao (Gossypium hirsutum L.).

Isolado Lipase Esterase Pectinase Celulases
AL1 1,22 1,22 4,283 0,0?
AL2 0,0° 0,0° 0,0° 0,02
AL3 0,0° 0,0° 0,0° 0,02
AL4 0,0° 0,0° 0,0° 0,02
AL5 0,0° 0,0° 0,0° 0,02
AL6 0,0° 0,0° 0,0° 0,02
AL7 0,0° 0,0° 0,0° 0,02
AL8 0,0° 0,0° 2,3° 0,02
AL9 0,0° 0,0° 0,0° 0,02

Média de trés repeticoes do IE. As médias que apresentam letras iguais, nao diferem
entre si (teste de Scott-Knott, p<0,05).

O isolado AL1 foi o Unico a apresentar antagonismo frente a cepa de S.
aureus avaliada, ao passo que nenhum dos isolados foi capaz de inibir a cepa de E.
coli testada. O presente estudo estd em concordancia com os estudos conduzidos
por Barbosa et al. (2015) e Doley e Jha (2016), que ao avaliarem endofiticos de
plantas com usos medicinais encontraram micro-organismos capazes de inibir o
crescimento de cepas patogénicas do género Staphylococcus.

Alguns endofiticos apresentam a capacidade de excretar substancias com
acao antimicrobiana, esses compostos podem consistir em sinalizadores importantes
no mecanismo de simbiose com a planta ou apenas uma forma de competir com os
demais micro-organismos habitantes daquele mesmo nicho ecoldgico (EL-DEEB et
al., 2013). Ha diversos compostos antimicrobianos primariamente associados a
vegetais que foram reportados recentemente como compostos produzidos por
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endofiticos. A cumarina extraida da erva Crotalaria pallida foi encontrada nos
extratos dos endofiticos Alternaria spp. e Aspergillus flavus, ressaltando a
importancia desses organismos na producdo de metabdlitos secundarios dos
vegetais (REHMAN, 2016). Independentemente dos resultados verificados nesses
testes, os morfotipos isolados também serdo testados quanto a sua capacidade de
antagonizar o crescimento de fungos fitopatogénicos modelos, uma vez que é
fundamentalmente vital essa avaliacdo sob a visdo de emprego agricola dessas
bactérias no controle bioldgico.

CONCLUSAO

As folhas de algoddao demonstraram ser um ambiente factivel para a
prospeccao de bactérias com as mais diversas aplicagdes biotecnoldgicas.
Destacam-se os isolados AL8 e AL9 quanto a possivel aplicagdo como micro-
organismos promotores do crescimento vegetal tanto do algodao, como de outros
vegetais de interesse agronémico. Ja o isolado AL1 destacou-se na producédo de
substancias plausivel de aplicacao industrial e médica. Estudos futuros fazem-se
necessarios para identificar os micro-organismos, investigar quantitativamente a
producédo de auxinas e a solubilizacao do fosfato, assim como abranger o painel de
cepas indicadoras, incluindo fitopatdgenos, e a caracterizacdo dos compostos
antimicrobianos e as condi¢des para melhor producéo das enzimas.
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