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Ninguém pode construir em teu lugar as pontes que precisarás passar  

para atravessar o rio da vida - ninguém, exceto tu, só tu. 

Existem, por certo, atalhos sem números, 

 e pontes, e semideuses que se oferecerão para levar-te além do rio;  

mas isso te custaria a tua própria pessoa; tu te hipotecarias e te perderias. 

Existe no mundo um único caminho por onde só tu podes passar. 

Onde leva? Não perguntes, segue-o! 

 

Friedrich Nietzsche 
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RESUMO GERAL 

 

DOS-SANTOS, Carlos Magno. Estudo da microbiota bacteriana endofítica de cana-de-

açúcar por métodos independentes de cultivo: diversidade, perfil taxonômico e predição 

de funções de interesse biotecnológico. 2018. 131f. Tese (Doutorando em Ciência, 

Tecnologia e Inovação em Agropecuária). Pró-reitoria de Pesquisa e Pós-Graduação, 

Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2018.  

 

A comunidade bacteriana endofítica é descrita como aquela capaz de colonizar os tecidos 

internos das plantas sem causar aparente prejuízo, proporcionando a seus hospedeiros 

benefícios para o seu desenvolvimento e proteção contra patógenos. Alguns desses 

mecanismos permanecem pouco compreendidos, principalmente devido ao baixo número de 

células bacterianas endofíticas em comparação com a planta e dificuldades em acessar o 

conteúdo genético dessa comunidade. Na cana-de-açúcar os estudos sobre esta comunidade 

foram focados principalmente na identificação de microrganismos diazotróficos. De uma 

forma geral, trabalhos que visaram descrever esta comunidade foram baseados em 

metodologias que utilizavam o isolamento dos microrganismos por cultivo. Hoje é sabido 

que, devido à baixa profundidade e cobertura desta metodologia, pode limitar o acesso a estes 

microrganismos. A introdução de abordagens independentes de cultivos tem permitido uma 

análise mais ampla desta comunidade e contribuindo para a compreenção do papel ecológico 

destes microrganismos na endosfera de seus hospedeiros. O presente trabalho utilizou duas 

abordagens independentes de cultivo para acessar a comunidade bacteriana na cana-de-açúcar. 

A primeira foi desenvolvida uma metodologia de enriquecimento das células bacterianas 

endofíticas a partir dos tecidos de colmo de cana-de-açúcar. Esta abordagem foi baseada em 

um método de enriquecimento físico e não direcionado, que ajudou a contornar o alto nível de 

interferentes, como polissacarídeos, compostos fenólicos, nucleases e fibras. A segunda 

abordagem envolveu o uso do líquido do apoplasto de colmo da cana-de-açúcar. Este nicho 

tem sido descrito como o principal sítio de colonização pelos endófitos. A comunidade 

encontrada é rica e diversa, sendo formada por gêneros pertencentes ao grupo das 

Proteobacterias. Uma das principais Unidades Taxonômicas Operacionais (OTUs) observadas 

nas análises foram classificadas como sendo do gênero Sphingomonas. A diversidade deste 

gênero em cana-de-açúcar também foi avaliada neste estudo, e possivelmente há a presença 

de novas espécies. Foi possível detectar também a presença de bactérias promotoras de 

crescimento vegetal, diazotróficas e patógenos-antagonistas. Por meio de uma análise 

preditiva dos possíveis genes relacionados as principais OTUs detectadas foi possível 

encontrar genes de interesse biotecnológico, aplicáveis em diversas áreas, sendo os principais 

envolvidos à biorremediação e o melhoramento do cultivo vegetal. Dessa forma, o presente 

estudo traz informações relevantes ao entendimento da comunidade bacteriana endofítica de 

cana-de-açúcar e suas funções. 

 

Palavras-chaves: Enriquecimento celular. Independente de cultivo. Líquido do apoplasto. 

Colmo. Sphingomonas. 
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GENERAL ABSTRACT 

 

DOS-SANTOS, Carlos Magno. Study of endophytic bacterial microbiota of sugarcane by 

cultivation-independent methods: diversity, taxonomic profile and prediction of 

biotechnological interest functions. 2018. 131p. Thesis (Doctorate in Science, Technology 

and Innovation in Agriculture). Pró-reitoria de Pesquisa e Pós-graduação, Universidade 

Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2018. 

 

The endophytic bacterial community is described as the one able to colonize the internal 

tissues of the plants without causing apparent prejudice, providing for their hosts development 

benefits and protection against pathogens. Some of these mechanisms remain little 

understood, mainly due to the low number of endophytic bacterial cells compared to the plant, 

and difficulties in accessing the genetic content of that community. On sugarcane, studies 

about this community were focused mainly on the identification of diazotrophs 

microorganisms. Generally, works that sought to describe this community were based on 

methodologies that used the isolation of microorganisms for cultivation. Today it is known 

that, due to the low depth and coverage of this methodology, can limit the access to these 

microorganisms. The introduction of culture-independent approaches has allowed a broader 

analysis of this community and contributing to the understanding of the ecological role of 

these microorganisms in endosphere of their hosts. The present study used two culture-

independent approaches to access the bacterial community on sugarcane. The first was 

developed a methodology for enrichment of endophytic bacterial cells from the stem tissue of 

sugarcane. This approach was based on a method of physical enrichment and not biased, that 

helped surpassing the high level of interfering, as polysaccharides, phenolic compounds, 

nucleases and fibres. The second approach involved the use of apoplast sap from sugarcane 

stems. This niche has been described as the main site of colonization by endophytes. The 

found community is rich and diverse, formed by genera belonging to the Proteobacterias 

group. One of the main Operational Taxonomic Units (OTUs) observed in the analyses were 

classified as being of the Sphingomonas genus. The diversity of this genus in sugarcane was 

also evaluated in this study, and possibly, there are new species present. It was also possible 

to detect the presence of plant growth promoting bacteria, diazotrophic and pathogens-

antagonists. Through predictive analysis of possible genes related to the main OTUs detected, 

was possible find genes of biotechnological interest, applicable in various areas, the main 

ones being involved to bioremediation and the improvement of plant cultivation. Thus, this 

study provides information relevant for understanding the endophytic bacterial community of 

sugarcane and its functions. 

 

Keywords: Cell Enrichment. Culture-independent. Stem apoplast sap. Sphingomonas. 
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RESUMEN AMPLIADO 

 

DOS-SANTOS, Carlos Magno. Estudio de la microbiota bacteriana endofítica de caña de 

azúcar por métodos independientes de cultivo: diversidad, perfil taxonómico y 

predicción de funciones de interés biotecnológico. 2018. 131f. Tesis (Doctorado en Ciencia, 

Tecnología e Innovación en Agropecuaria). Pró-reitoria de Pesquisa e Pós-Graduação, 

Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2018. 

 

1. Introducción 

La cultura de caña de azúcar actualmente es una de las más importantes en términos de 

productividad en Brasil, y se estima una producción de 646,4 millones de toneladas caña de 

azúcar para la cosecha 2017/18 (CONAB, 2017), con un valor bruto de producción de 74 mil 

millones de reales para el año 2017 (MAPA, 2017). Los datos estadísticos de FAOSTAT 

(2013) indican que en la media de la producción de las cinco mayores cultivos en el período 

de 1961 a 2012, esta cultura es la más producida en Brasil (unos 270 millones de toneladas), 

haciendo de Brasil el mayor productor mundial. 

Las plantas representan un excelente ecosistema para microorganismos, y ésta puede 

interactuar con diferentes comunidades microbianas como bacterias, archaea, hongos y 

protistas (HARDOIM et al., 2015, MONTESINOS et al., 2002). Las interacciones planta-

microorganismos pueden ser clasificadas informalmente como interacciones compatibles 

(microorganismos benéficos) e incompatibles (patógenos) (LI et al., 2013). En este 

microorganismo benéfico o patogénico, dilucidar la especificidad de esta interacción puede 

traer informaciones importantes para la biotecnología, como por ejemplo el desarrollo de 

biopesticidas a partir de la estimulación de mecanismos de defensa de la planta con la 

inoculación de bacterias y biofertilizantes a través de la promoción del crecimiento vegetal 

(XIAO, 2012, MONTESINOS et al., 2002). 

Las bacterias endofíticas pueden definirse como bacterias que son capaces de 

colonizar los tejidos internos de las plantas no demostrando una señal externa de infección o 

de efecto negativo en estos tejidos (SCHULZ; BOYLE, 2006; HOLLIDAY, 1989). Según 

STROBEL et al. (2004), entre las 300.000 especies de plantas, cada una es anfitriona de uno o 

más endófitos, pero sólo algunas de esas plantas han sido completamente estudiadas su 

relativa microbiota endofítica (RYAN et al., 2008). BERG y colaboradores en 2005 

definieron que las bacterias endofíticas representan un nicho ecológico similar al del 

fitopatógenos, lo que las hace susceptibles a los agentes de biocontrol. Los estudios con 

microorganismos asociados a las plantas se basan tradicionalmente en aislamiento por cultivo. 

Sin embargo, las técnicas de cultivo consumen mucho tiempo, labor y la gran mayoría de 

bacterias no puede ser obtenida como cultivo puro; y que la diversidad de organismos 

cultivables no es bien evaluada, ya que un gran número de medios y condiciones de cultivo 

debe ser utilizado para evaluar la diversidad de un determinado nicho (MAGNANI, 2005). 

Otra limitación es el hecho de que aún existen microorganismos que no son cultivables 

(REINHOLD-HUREK, HUREK, 2011). 

Con base en este contexto, hipótesis de mi trabajo es que la microbiota endofítica "no 

cultivable" asociada a la caña de azúcar presenta potencial como fuente de recursos genéticos, 

con aplicaciones en nutrición vegetal, fitosanidad y biotecnología. 

De modo, el objetivo general de este presente estudio fue investigar las funciones 

útiles relacionadas con la interacción bacteriana-caña de azúcar a través del estudio 

metagenómico de la microbiota endofítica. 
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La metodología general fue de iniciador elaborar un protocolo de enriquecimiento de 

las bacterias endofíticas, permitiendo la disminución del material genético de la planta 

hospedadora sin que hubiera una pérdida significativa del contenido genético bacteriano. Por 

lo tanto, a través del material metagenómico obtenido con este protocolo, se obtuvo un perfil 

taxonómico de la comunidad bacteriana presente en las muestras de colmo, comparando con 

los datos de la literatura para la validación de este protocolo. 

De acuerdo con el perfil obtenido, se realizó un análisis in silico predictivo, buscando 

identificar posibles funciones útiles en el mejoramiento del cultivo de la caña de azúcar 

presentes en la comunidad bacteriana identificada. Se identificó una fuerte presencia de OTUs 

relacionadas con el género Sphingomonas, indicando que este género podría estar ejerciendo 

en la caña de azúcar un importante papel para en su desarrollo. De este modo, se realizó la 

identificación de especies de este género por medio de metodología dependiente de cultivo, 

con la finalidad de explorar las posibles funciones de los aislados en ensayos in vitro. 

Para una mejor comprensión de los datos obtenidos, la tesis se dividió en capítulos, 

que se contextualizan con una breve introducción, abordando los principales temas 

relacionados con cada análisis. 

 

2. Material y Métodos 

El Capítulo I consistió en elaborar un enfoque de enriquecimiento celular bacteriano 

endofítico a partir de muestras de colmo de caña de azúcar de la variedad RB867515, 

basándose en otras metodologías ya descritas (SESSITSCH et al., 2012, IKEDA et al. Y en el 

caso de las mujeres. Evaluar este enriquecimiento por ARDRA (SCHWAB et al., 2014) y 

PCR (SUN et al., 2007); secuenciación de los genes 16S rRNA y análisis taxonómico 

utilizando el software Mothur. 

El Capítulo II buscó analiza el perfil taxonómico de bacterias presentes en el líquido 

del apoplasto de caña de azúcar. Se utilizaron las variedades RB867515 y RB92579. El 

líquido del apoplasto fue extraído utilizando protocolo propuesto por DONG et al., 1994. Los 

genes 16S rRNA fueron secuenciados utilizando la misma metodología del Capítulo I y 

analizado utilizando el software Mothur. 

En el Capítulo III se realizó el análisis predictivo de los posibles genes presentes en las 

muestras de colmo de caña de azúcar estudiadas en este trabajo. Para ello se seleccionaron las 

20 principales OTU de cada Capítulo, reclasificadas en el QIIME y las predicciones en el 

Tax4Fun. 

En el Capítulo IV ocurrió la evaluación de la diversidad del género Sphingomonas 

presente en el líquido del apoplasto de caña de azúcar. Para ello se utilizaron las variedades 

RB867515 e IACSP5000. El líquido del apoplasto fue extraído según lo descrito por DONG 

et al. Y se sembró en los medios DYGS, JMV y L9, suplementados con los antibióticos: 

cicloheximida, piperacilina y estreptomicina. Se seleccionaron las colonias con coloración 

amarillo / naranja y secuenciados sus genes 16S rRNA para el análisis taxonómico. 

 

3. Resultados y Discusión 

El procedimiento de enriquecimiento demostró baja presencia de DNA vegetal en las 

muestras conforme a los resultados de ARDRA y PCR, permitiendo que fuera posible detectar 

un alto número de secuencia de DNA bacteriano en los demás análisis de la microbiota. En 

este trabajo se detectó la prevalencia de Proteobacterias en todas las muestras y, entre ellas, 

las bacterias que pueden contribuir a la fijación biológica del nitrógeno en la caña de azúcar, 

como se ha señalado anteriormente (FISCHER et al., 2012). Los datos del presente trabajo, 

junto con los de la literatura, permitieron la identificación de un grupo de géneros de bacterias 
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endofíticas más citado. En comparación con la composición de este grupo con las OTU 

detectadas en el presente trabajo, es posible observar que 23 OTU, pertenecientes a 12 

géneros, están incluidos en el grupo de géneros más citados (correspondiendo a los 16% del 

número total de OTU detectados en este trabajo). Os 12 géneros han sido Achromobacter, 

Acinetobacter, Bacillus, Bosea, Burkholderia, Caulobacter, Novosphingobium, 

Ochrobactrum, Pseudomonas, Rhizobium, Sphingomonas e Stenotrophomonas. Es interesante 

notar que todos os géneros dese grupo también son encontrados na endosfera do colmo de 

otras plantas de Poaceae, como arroz (SUN et al., 2008; IKEDA et al., 2010), sorgo 

(MAREQUE et al., 2014; MAROPOLA; RAMOND; TRINDADE, 2015), maíz (CHELIUS; 

TRIPLETT, 2001; ROESCH et al., 2008) e trigo (CONN; FRANCO, 2004; ROBINSON et 

al., 2016). Estos resultados indican un posible patrón de la endosfera entre la familia Poaceae. 

La diversidad de las bacterias endofíticas que habitan el apoplasto de caña de azúcar 

todavía es recalcitrante porque son pocos trabajos disponibles y estos se han enfocado 

principalmente en la detección de diazotrofos en este sitio y utilizando enfoques dependientes 

de cultivo. La densidad de las células diazotróficas presentes en las muestras de líquido del 

apoplasto de caña de azúcar se describió en el orden de 10
2
 a 10

8
 células mL-1 (ASIS 

JÚNIOR et al., 2003). En comparación con el número de reads bacterianos obtenidos en el 

secuenciamiento de los genes 16S rRNA en este presente trabajo, considerando que cada read 

representó una célula y se utilizaron 50 mL de líquido del apoplasto para cada extracción de 

ADN, después de la remoción de secuencias de cloroplasto, mitocondria y mitocondria 

normalización para cada muestra resultó en ~ 24.900 reads, lo que resultaría en 102 células 

mL-1. En el caso de las células vegetales (como los protoplastos / cloroplastos o 

mitocondrias), no se consideró la presencia de células vegetales (como protoplastos / 

cloroplastos o mitocondrias), lo que llevaría a sobreestimar este número de células por ml de 

líquido de apoyo. VELÁZQUEZ et al., (2008) después del análisis taxonómico reveló la 

presencia de los géneros Acinetobacter, Bacillus, Comamonas, Erwinia, Gluconacetobacter, 

Microbacterium, Micrococcus, Rhizobium, Kocuria, Staphylococcus y Xanthomonas. En 

comparación con las muestras utilizadas en este trabajo, se detectaron: 155 OTU de 

Acinetobacter en total (~ 3,0% del número toral de OTU detectados); Bacillus fueron 7 OTUs 

(0,1% del total); Comandones 2 OTUs; Gluconacetobacter 4 OTUs; Microbacterium 2 

OTUs; Micrococcus 1 OTU; Rhizobium 10 OTU (0,2%); Kocuria 1 OTU; Staphylococcus 7 

OTUs y Xanthomonas 42 OTUs (0,8%). 

En el presente trabajo se utilizó este enfoque para la selección de especies de 

Sphingomonas, siguiendo características de morfología de colonia y utilizando medios (rico y 

mínimos) suplementado con antibióticos en los que el género es resistente. Este enfoque se 

utilizó principalmente en muestras ambientales, en la que los autores lograron reducir el 

número de células no objetivo en sus aislamientos (VANBROEKHOVEN et al., 2004; YIM et 

al., 2010). Para el género Sphingomonas se ha descrito como principal fuente de carbono la 

glucosa y pH óptimo de crecimiento de 7,0 (GLAESER, KÄMPFER, 2014), entre los aislados 

obtenidos en este presente estudio, demostraron la capacidad de asimilar el manitol como 

fuente de carbono (medio JMV) y tolerantes a pH <7,0 (5,4 en el medio JMV y 6,0 en el 

DYGS), indicando nuevamente que estos aislados sobrevivirían las condiciones del apoplón, 

en la cual posee pH de ~ 5,5 (SATTELMACHER, 2001). Los aislados tuvieron similitud, 

principalmente, con las estratificaciones S. polyaromaticivorans B2-7, S. paucimobilis NBRC 

13935 y S. abaci C42. También se verificó la presencia de potenciales nuevas especies. 
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4. Conclusiones 

 Lo resultados obtenidos representan avance en la comprensión de la comunidad bacteriana 

endófitos de caña de azúcar, gracias a la utilización de técnicas independientes del cultivo 

y secuenciación de nueva generación. 

 Los resultados obtenidos en la secuenciación utilizando el enfoque de enriquecimiento 

bacteriano demostraron una comunidad rica y diversa, que contiene géneros ya registrados 

en otros trabajos con caña de azúcar y hasta géneros nunca antes descrito, lo que indica que 

la enriquecimiento no interfirió significativamente en la composición de la comunidad. 

 Secuenciación de bacterias presentes en el líquido del apoplasto demostró una comunidad 

diversa, siendo posible detectar la presencia de géneros ya registrados en caña de azúcar, 

no antes de géneros reportados y hasta que no se puede clasificar con el metodología de 

clasificación utilizada. 

 La predicción de los genes de las comunidades estudiadas en este trabajo reveló la 

presencia de funciones de interés agropecuario y biorremediación, entre estos se 

encuentran genes relacionados con el ciclo del nitrógeno (como FBN y desnitrificación) y 

la síntesis de flavonoides (como por ejemplo, Naringenina). 

 La diversidad de las bacterias de Sphingomonas género (uno de los más frecuentes en 
ambos el análisis taxonómico de este presente estudio OTUs) evaluados en este estudio, 

indica la presencia de posibles nuevas especies, en la que se evaluará en el futuro a su 

exploración en la aplicación de nuevas entradas en el cultivo de caña de azúcar. 

 Así, el presente trabajo trajo información relevante y las innovaciones que se pueden 

aplicar en la agricultura a través de futuros estudios basados en las funciones descritas, 

poniendo avances en técnicas para el cultivo de caña de azúcar e incluso otras plantas. 

 

Palabras clave: Enriquecimiento celular. Independiente del cultivo. Líquido del apoplasto. 

Sphingomonas. 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

A cana-de-açúcar (Saccharum L.) é uma Poaceae (gramínea) de grande importância 

para o agronegócio brasileiro. Produtos derivados desta cultura, como o açúcar e o etanol, 

despertam grande interesse na busca pelo aumento de produtividade desta planta, o que 

implica em muitos dos casos no uso de fertilizantes nitrogenados. Acredita-se que com os 

avanços biotecnológicos na agricultura, os impactos ambientais gerados pela busca do 

aumento da produtividade da cana-de-açúcar poderão ser amenizados por meio de soluções 

que diminuam o uso de fertilizantes e água na cultura. Dentre estas soluções, encontra-se o 

uso de inoculantes constituídos por bactérias promotoras do crescimento vegetal, que 

constituem, naturalmente, a microbiota da planta e são capazes de se multiplicar no interior 

dos tecidos como endófitos benéficos, modulando o crescimento e desenvolvimento da planta, 

com implicações que vão do aumento da produtividade agrícola à fitorremediação.  

Bactérias endofíticas têm sido isoladas via metodologias que utilizam o cultivo, 

entretanto, é sabido que a maioria dessas bactérias ainda não são cultiváveis e permanecem 

inexploradas. Portanto, torna-se necessário utilizar estratégias independentes de cultivo para o 

estudo das mesmas. Neste sentido, a metagenômica é uma das principais estratégias no estudo 

das bactérias endofíticas, permitindo uma análise mais realista da população microbiana e 

identificando suas possíveis interações com o hospedeiro.  

 

Com base neste contexto, a hipótese deste trabalho é que a microbiota bacteriana 

endofítica associada à cana-de-açúcar apresenta potencial como fonte de recursos genéticos, 

com aplicações em nutrição vegetal, fitossanidade e biotecnologia.  

 

Desde modo, o objetivo geral do presente estudo foi avaliar a diversidade bacteriana 

endofítica e investigar funções relacionadas à interação bactéria-cana-de-açúcar através da 

abordagem independente de cultivo. 

 

O primeiro objetivo específico deste presente trabalho, foi de elaborar um protocolo de 

enriquecimento das bactérias endofíticas, permitindo a diminuição do material genético da 

planta hospedeira sem que houvesse uma perda significativa do conteúdo genético bacteriano. 

Sendo assim, através do material metagenômico obtido com este protocolo, foi obtido um 

perfil taxonômico da comunidade bacteriana presente nas amostras de colmo, comparando 

com os dados da literatura para a validação deste protocolo.  

Em seguida, como segundo objetivo específico, foi avaliada a comunidade bacteriana 

presente em amostras do líquido do apoplasto de cana-de-açúcar, também baseado em uma 

abordagem independente de cultivo, o que até a presente data é um trabalho inédito.  

O terceiro objetivo específico do trabalho visou predizer funções, através de análises 

in silico, da comunidade bacteriana encontrada em cana-de-açúcar, objetivando contribuir 

para a compreensão dos processos benéficos à cana-de-açúcar.  

O quarto e último objetivo espécifico, complementando os dados obtidos nos objetivos 

anteriores, foi baseado em observações dos dados obtidos neste trabalho, onde foi identificado 

uma forte presença de OTUs relacionadas ao gênero Sphingomonas, indicando que este 

gênero pode exercer um importante papel para o desenvolvimento da cana-de-açúcar. Deste 

modo, foi realizado um isolamento e identificação das espécies deste gênero presentes na 

cana-de-açúcar, com a finalidade explorar as possíveis funções dos isolados em ensaios in 

vitro. 
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 Para melhor compreensão dos dados obtidos, a tese foi dividida em capítulos, que 

estão contextualizados com uma breve introdução, abordando os principais tópicos 

relacionados a cada análise. 

Capítulo I: Desenvolvimento de uma estratégia independente de cultivo para 

enriquecer células bacterianas endofíticas de colmo de cana-de-açúcar aplicável a estudos de 

caracterização de comunidades microbianas. 

Capítulo II: Análise taxonômica da comunidade bacteriana presente no líquido 

extraído do apoplasto de colmo de cana-de-açúcar. 

Capítulo III: Análise in silico preditiva das funções relacionadas à microbiota 

bacteriana endofítica do colmo de cana-de-açúcar. 

Capítulo IV: Diversidade de bactérias do gênero sphingomonas associadas ao líquido 

do apoplasto de colmo de cana-de-açúcar. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Cana-de-açúcar: Aspectos Biológicos e Importância Econômica 

A cana-de-açúcar pertence à classe Liliopsida; família Poaceae; tribo Andropogoneae, 

e gênero Saccharum. Segundo DILLON et al. (2007), atualmente as plantas cultivadas de 

cana-de-açúcar são principalmente híbridos derivados de cruzamentos de Saccharum 

officinarum e Saccharum spontaneum. As plantas oriundas desse cruzamento são gramas 

perenes que formam colmos de diferentes comprimentos com um líquido rico em sacarose em 

seu interior. Suas raízes são adventícias e permanentes, onde as adventícias emergem da zona 

de raiz do colmo e são responsáveis pelo transporte de água durante a brotação e o suporte da 

planta até o desenvolvimento das raízes permanentes. As permanentes são raízes fasciculadas 

até a base e são classificadas como raízes de suporte ou âncora e de maior rede de absorção 

(MONGELARD, 1969; MOORE; NUSS, 1987). Os colmos consistem de uma alternância de 

nó e entrenós. Em cada nó existe uma abertura onde dá origem a uma folha, broto axilar e 

uma banda circunferencial de raiz primária axilar (MARTIN, 1961). As folhas de cana-de-

açúcar são alternadas e são ligadas ao colmo, com a frequência de uma folha a cada entrenó 

(MOORE, 1987). A inflorescência da cana-de-açúcar consiste em uma ramificada panícula 

conoidal com uma haste principal, chamado de raque, que é uma continuação do último 

colmo do entrenó. As raques possuem ramos secundários que dão origem a ramos terciários, e 

na base dos ramos secundários e no topo dos terciários encontram-se as espiguetas. Cada 

espigueta possui uma flor disposta ao longo da inflorescência, que consistem de duas 

lodículas, o androceu e o gineceu. Os grãos de pólen são esféricos quando férteis e 

prismáticos quando estéries. Os frutos de cana-de-açúcar, chamados de cariopses, são secos e 

com uma semente, e podem ser diferenciados de sua semente com auxílio da microscopia 

eletrônica (CHEAVEGATTI-GIANOTTO et al., 2011). Os espaços intercelulares (o meio 

extracelular), entre a parede celular e o xilema, são aquosos e denominados de apoplasto 

(HASLAM et al., 2003). Este representa um compartimento altamente dinâmico que 

corresponde ao percurso interno e contínuo da raiz, caule e folhas, sendo este bastante 

importante no contexto da percepção e transdução de sinais do ambiente para o meio 

intracelular (simplasto) (PECHANOVA et al., 2010). Acredita-se que bactérias diazotróficas 

prefiram o apoplasto, pois o simplasto apresenta restrição a íons, açúcares e outros solutos, 

principalmente, devido ao processo natural de permeabilidade seletiva da membrana 

plasmática (DONG et al., 1994; STEUDLE; FRENSCH, 1997). Endófitos podem colonizar os 

espaços intercelulares do córtex, bem como o xilema, e ali realizar interações simbióticas com 

a planta hospedeira. Bactérias podem ainda chegar ao apoplasto através de colonização foliar 

nos estômatos ou ferimentos nas folhas (JAMES et al., 2001; MELOTTO et al., 2006). 

Os primeiros relatos do plantio da cana-de-açúcar no Brasil foram registrados em 1522 

na cidade de São Vicente, tendo sido provavelmente trazida da Ilha da Madeira por Martin 

Afonso de Souza e introduzida em Pernambuco por Duarte Coelho Pereira em 1533 

(BASTOS, 1987). A princípio, no período colonial, a cultura foi somente destinada à 

produção de açúcar e, com a introdução do contexto de energia renovável, passou a ser 

utilizada como a principal fonte desta energia no Brasil, através da produção de etanol 

(SZMRECSÁNYI; MOREIRA, 1991). Com isso, o Brasil passou a ser referência mundial no 

uso e produção do etanol proveniente de cana-de-açúcar (CARVALHO, 2002). Hoje, o etanol 

é reconhecido mundialmente pelas suas vantagens ambientais, sociais e econômicas, e 

diversos países têm demonstrado interesse na tecnologia brasileira. Sua utilização é diversa, 
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porém concentra-se no uso como combustível alternativo aos de origem fóssil (ALBINO; 

CRESTE; FIGUEIRA, 2006). 

A cana-de-açúcar pode ser cultivada em toda região de clima tropical e subtropical do 

mundo, o que inclui países como Índia, China, Tailândia, Paquistão, México, Colômbia, 

Austrália, Estados Unidos da América, Filipinas e Brasil (DILLEWIIJN, 1952; GOMES; 

LIMA, 1964; CHEAVEGATTI-GIANOTTO et al., 2011). No Brasil o cultivo desta planta 

está concentrado na região sudeste, a qual é responsável por aproximadamente 65 % da 

produção nacional de cana-de-açúcar. O centro-oeste do Brasil, onde a cultura expandiu 

rapidamente, é responsável por 21 % desta produção e as regiões nordeste, sul e norte, 

respectivamente representam, 7, 6 e 1 % da produção nacional de cana-de-açúcar (CONAB, 

2017). Esta cultura, atualmente, é uma das mais importantes em termos econômicos para o 

Brasil, rendendo um valor bruto de produção de ~R$ 74 bilhões para o ano de 2017 (MAPA, 

2017), e estima-se uma produção de 646,4 milhões de toneladas cana-de-açúcar para a safra 

2017/18 (CONAB, 2017). Dados estatísticos da FAOSTAT (2013) indicam que na média da 

produção das cinco maiores culturas no período de 1961 a 2012, a cana-de-açúcar é a mais 

produzida no Brasil (cerca de 270 milhões de toneladas), fazendo do Brasil o maior produtor 

mundial. 

2.2 Avanços no Estudo da Interação Planta-Microrganismo 

As plantas representam um excelente ecossistema para microrganismos, e podem 

interagir com diferentes comunidades microbianas incluindo bactéria, archaea, fungos e 

protistas (HARDOIM et al., 2015; MONTESINOS et al., 2002). As interações planta-

microrganismos podem ser classificadas informalmente como interações compatíveis 

(microrganismos benéficos) e incompatíveis (patogênicos) (LI et al., 2013). Seja este 

microrganismo benéfico ou patogênico, elucidar a especificidade desta interação pode trazer 

informações importantes para biotecnologia, como por exemplo o desenvolvimento de 

biopesticidas a partir da estimulação de mecanismos de defesa da planta com a inoculação de 

bactérias e biofertilizantes por meio da promoção do crescimento vegetal (XIAO, 2012; 

MONTESINOS et al., 2002). 

Neste contexto, os estudos sobre as interações incompatíveis, ou seja, planta-patógeno, 

têm sido amplamente exploradas com avanços valiosos nas últimas décadas (LI et al., 2013). 

As duas “barreiras” do sistema imune das plantas proporcionam proteção a um grande número 

de patógenos, devido ao reconhecimento de: 1) padrões moleculares associados a patógenos 

(PAMPs) (sistema PTI) (DODDS; RATHJEN, 2010) e 2) proteínas efetoras (fatores de 

virulência) através de proteínas receptoras de resistência (R) (sistema ETI) (JONES; DANGL, 

2006). Em interações planta-microrganismo, o sistema PTI fica altamente ativo até o estágio 

de “pré-invasão”, evitando assim que haja a invasão de patógenos para dentro das células 

hospedeiras. Em contraste, o sistema ETI atua no momento “pós-invasão”, restringindo assim 

a proliferação de organismos patogênicos que conseguem “burlar” o sistema PTI (DODDS; 

RATHJEN, 2010; JONES; DANGL, 2006). Novos conhecimentos sobre o funcionamento dos 

sistemas de defesas podem promover novas características de proteção por meio da 

biotecnologia. Lacombe et al. (2010) demonstraram que a expressão de uma proteína 

receptora de Arabidopsis introduzida em plantas de tomate e tabaco resultou em um sistema 

de proteção resistente a um amplo número de bactérias patógenas. 

A respeito das interações compatíveis, os estudos estão focados principalmente em 

bactérias que possuem a característica de promover o crescimento vegetal (também chamadas 

de PGPB – “plant growth-promoting bacteria”) e onde foram obtidos importantes avanços. 

Estas bactérias podem desempenhar este papel através de diferentes mecanismos, sendo estes 

classificados como mecanismos diretos (por exemplo, disponibilização de nutrientes e 

modulação dos níveis de fitohormonios); indiretos (produção de antibióticos, enzimas, 
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sideróforos; competição por sítios de colonização; indução da resposta sistêmica) e ainda 

controlando os efeitos de estresses ambientais (efeitos abióticos) (GLICK, 2012). 

Em 2013, a bactéria diazotrófica endofítica Herbaspirillum seropedicae, que é capaz 

de colonizar muitas plantas da família Poaceae, demonstrou a capacidade de produzir 

sideróforos (ROSCONI et al., 2013), além do processo de fixação biológica de nitrogênio 

(FBN) descrito anteriormente (BALDANI et al., 1992). Outra bactéria endofítica diazotrófica, 

Azospirillum lipoferum, tem sido descrita como produtora dos fitohormônios ácido abscísico e 

giberelinas, demostrando estar envolvida na amenização dos sintomas gerados por estresse 

hídrico em milho (COHEN et al., 2009). Neste caso, as bactérias associadas as plantas não 

produzem genuinamente hormônios vegetais, mas sim compostos como estruturais análogos 

que possuem os mesmos efeitos naturais dos fitohormonios (fitorreguladores) (BRADER et 

al., 2014).  

Bactérias patogênicas também podem produzir fitorreguladores, como é o caso de 

diversas espécies de Pseudomonas que produzem o composto coronatina (FONSECA et al., 

2009), que é análogo ao composto natural de plantas jasmonato, que por vez apresenta 

fitotoxidade (LÓPEZ; BANNENBERG; CASTRESANA, 2008) e ainda pode atuar na 

supressão do fechamento dos estômatos e resposta de defesa (LEE et al., 2013). Observando o 

genoma de Candidatus Burkholderia kirkii, têm-se especulado o papel desta bactéria em 

proteção contra patógenos e herbívoros em plantas de Psychotria (família Rubiaceae) 

(CARLIER; EBERL, 2012), através da produção, por esta bactéria, de metabolitos 

secundários e o aminociclitol, o qual foi descrito com ação antibiótica, antifúngica e inseticida 

(MAHMUD, 2003). Em plantas de arroz, uma rizotoxina produzida pelo fungo Rhizopus 

microsporus, responsável pela praga de mudas de arroz, foi caracterizada também em 

Burkholderia endofungorum (LACKNER et al., 2011; LACKNER; PARTIDA-MARTINEZ; 

HERTWECK, 2009; PARTIDA-MARTINEZ; HERTWECK, 2005). Outras espécies de 

Burkholderia spp. também foram apontadas como produtoras de toxinas em plantas da família 

Rubiaceae, causando doenças em ruminantes (VERSTRAETE et al., 2011).  

Bactérias endofíticas podem influenciar na produção de metabolitos secundários 

quando em interação com o tecido hospedeiro, como por exemplo, a bactéria endofítica 

Pseudonocardia sp. estirpe YIM 63111, que foi classificada como sendo hábil em aumentar a 

produção do composto artemisinina, conhecido como antimalárica, quando em interação com 

a planta Artemisia annua (LI et al., 2012). Um outro exemplo é o caso da interação da 

bactéria endofítica Methylobacterium extorquens com plantas de morangos, na qual foi 

verificado que esta bactéria sintetiza o composto 2-hidroxi-propanal (ou lactaldeido), 

precursor do composto produzido pela planta 2,5-dimetil-4-hidroxi-2H-furan-3-one (DMHF 

ou furaneol), que é responsável pela qualidade e o sabor, melhora a qualidade dos morangos 

(NASOPOULOU et al., 2014).  

Uma outra característica benéfica é a competição por nutrientes, como por exemplo 

bactérias do gênero Sphingomonas foram descritas possuir a capacidade de competir com a 

bactéria patogênica Pseudomonas syringae por nutrientes em folhas de plantas de A. thaliana, 

conferindo assim proteção a esta planta (INNEREBNER; KNIEF; VORHOLT, 2011). 

2.3 Endófitos 

Descritos pela primeira vez por Bary (1866), durante mais de um século os endófitos 

foram quase que ignorados, pois se conhecia muito pouco sobre suas funções no interior dos 

vegetais (NETO; AZEVEDO; ARAÚJO, 2002). Por definição, são microrganismos que 

habitam o interior de plantas e sua comunidade é constituída principalmente por fungos e 

bactérias, que não causam prejuízos aparentes aos seus hospedeiros (AZEVEDO, 1998; 

HARDOIM et al., 2015). Tais microrganismos penetram, principalmente, no tecido da raiz, 
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porém partes aéreas como flores, caules e cotilédones podem também ser habitados. Dentro 

da planta, esses microrganismos podem se localizar no ponto de entrada ou se dispersar de 

forma sistêmica (ZINNIEL et al., 2002; HALLMANN et al., 1997). Sua forma de penetração 

ativa nos tecidos de plantas ocorre como consequência da atividade de enzimas como 

celulases e pectinases; entretanto, pode também ocorrer através de aberturas naturais ou 

provocadas por injúrias (HALLMANN et al., 1997). Seu modo de dispersão pode ser via 

sementes, propagação vegetativa, partes mortas da planta ou por insetos (BALDANI et al., 

1997).  

2.3.1 Bactérias endofíticas: definição e diversidade 

Bactérias endofíticas podem ser definidas como bactérias que são capazes de colonizar 

os tecidos internos das plantas não demonstrando sinal externo de infecção ou de efeito 

negativo nesses tecidos (SCHULZ; BOYLE, 2006; HOLLIDAY, 1989). Segundo STROBEL 

et al. (2004), dentre as 300.000 espécies de plantas, cada uma é hospedeira de endófitos, 

porém apenas algumas dessas plantas tem sido amplamente estudada a sua microbiota 

endofítica (RYAN et al., 2008). BERG e colaboradores, em 2005, definiram que as bactérias 

endofíticas representam um nicho ecológico similar ao dos fitopatógenos, o que as tornam 

suscetíveis aos agentes de biocontrole.  

Alguns trabalhos pioneiros apontaram a capacidade desses microrganismos endofíticos 

no controle de fitopatógenos (STURZ; CHRISTIE; NOWAK, 2000; DUIJFF; GIANINAZZI-

PEARSON; LEMANCEAU, 1997; KRISHNAMURTHY; GNANAMANICKAM, 1997), 

insetos (AZEVEDO et al., 2000) e nematoides (HALLMANN et al., 1998, 1997). Em outros 

casos, eles podem promover a estabilidade da planta frente a condições adversas 

(CHANWAY, 1997) e o desenvolvimento da planta (BENT; CHANWAY, 1998). Além dessa 

funções, bactérias endofíticas têm demonstrado potencial em sintetizar novos compostos que 

estão sendo utilizados em tratamentos de doenças humanas, animais e vegetais (STROBEL et 

al., 2004). 

Grupos e gêneros de bactérias têm sido descritos como sendo endofíticas em plantas 

distintas através do isolamento dessas a partir de tecidos superficialmente desinfestados 

(REINHOLD-HUREK; HUREK, 1998; HALLMANN et al., 1997). Porém a utilização de 

métodos independente de isolamento por cultivo tem revelado um maior número de bactérias 

endofíticas, como é caso de análises de genes obtidos do DNA total dos microrganismos 

presentes no interior dos tecidos (MIYAMOTO; KAWAHARA; MINAMISAWA, 2004; 

REITER et al., 2002; SESSITSCH et al., 2002; CHELIUS; TRIPLETT, 2000; 

ENGELHARD; HUREK; REINHOLD-HUREK, 2000). 

Bactérias endofíticas de diferentes grupos taxonômicos foram identificadas em plantas 

como arroz, milho, banana, soja, abacaxi, batata-doce, café, cana-de-açúcar e etc. Dentro do 

grupo das alfa-Proteobacteria, destacam-se bactérias como: Azospirillum brasilense, A. 

amazonense, Bradyrhizobium japonicum, Gluconacetobacter diazotrophicus, Rhizobium 

leguminosarum e Sphingomonas paucimobilis. Bactérias como: Azoracus sp., Burkholderia 

sp., Herbaspirillum seropedicae e H. rubrisulbalbicans são as principais representantes do 

grupo das beta-Proteobacterias. No grupo taxonômico das gama-Proteobacteria, destacam-se 

as bactérias: Enterobacter spp., Erwinia sp., Escherichia coli, Klebsiella sp., Pantoea sp., 

Pseudomonas spp. e Serratia sp. Alguns representantes do grupo das Firmicutas como: 

Bacillus spp., Clostridium e Staphylococcus saprophyticus apresentam estirpes caracterizadas 

como endofíticas. Para o grupo dos Bacteriodetes, a bactéria Sphingobacterium sp. foi 

identificada como sendo endofítica. Para o táxon Actinobacteria, as bactérias que foram 

classificadas como sendo endofíticas são: Curtobacterium sp., Mycobacterium sp. e 

Streptomices (revisado por ROSENBLUETH; MARTÍNEZ-ROMERO, 2006).  
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As gramíneas de importância econômica, tais como cana-de-açúcar, arroz, trigo, sorgo, 

milho e algumas forrageiras, foram identificadas como hospedeiras de diversas espécies de 

bactérias diazotróficas endofíticas (DÖBEREINER, 1992), sendo as principais 

Gluconacetobacter diazotrophicus, Herbaspirillum spp., Azospirillum spp. e Burkholderia 

spp. ( BODDEY et al., 2003; JAMES, 2000; BALDANI et al., 1997; JAMES et al., 1997). A 

Fixação Biológica de Nitrogênio (FBN) foi inicialmente descrita em bactérias diazotróficas da 

rizosfera de uma grande variedade de plantas não leguminosas (DÖBEREINER, 1992), porém 

evidências revelaram que algumas bactérias diazotróficas colonizam o interior dos tecidos da 

planta  (OLIVARES et al., 1996; URETA et al., 1995). 

Algumas bactérias diazotróficas endofíticas já foram isoladas a partir de tecidos de 

cana-de-açúcar, tais como: Azospirillum brasilense; Azospirillum amazonense; 

Herbaspirillum seropedicae, Herbaspirillum rubrisubalbicans, Gluconacetobacter 

diazotrophicus, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter spp, Pantoea sp e Burkholderia spp 

(TEJERA et al., 2005; LOIRET et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2002; OLIVARES et al., 1996; 

DONG et al., 1994; CAVALCANTE; DOBEREINER, 1988; BALDANI et al., 1986; 

NUNEZ; COLMER, 1968). 

Em relação ao controle de doenças, bactérias como Pseudomonas sp, Curtobacterium 

luteum ou Pantoea agglomerans, possuem ação inibitória sob a bactéria Erwinia carotovora, 

quando inoculadas em cana-de-açúcar (REITER et al., 2002). Em relação à bactéria 

Enterobacter, estudos mostraram a sua eficiência em promover o crescimento vegetal por 

meio da fixação biológica de nitrogênio (KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2004; HALLMANN 

et al., 1998). Pantoea também está relacionada com a promoção do crescimento em soja e 

controle de Erwinia (KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2004; STURZ; MATHESON, 1996). 

2.3.2 Potencial metabólico e biotecnológico de bactérias endofíticas 

Organismos vivos têm sido descritos como uma rica fonte de produção de diversos 

metabolitos, sendo majoritariamente descobertos em plantas. Entretanto os microrganismos 

têm sido apontados como uma rica e particular fonte de mais que 20.000 compostos 

biologicamente ativos, influenciando o comportamento e a sobrevivência de outros 

organismos, como por exemplo, as plantas (DEMAIN; SANCHEZ, 2009). 

Baseando-se no fato de que endófitos coexistem com seus hospedeiros, qualquer 

modificação genética nesses microrganismos poderá introduzir novas características de 

interesse nas plantas (AZEVEDO, 1998). A primeira tentativa de manipulação de um 

microrganismo endofítico foi descrita no trabalho realizado por FAHEY (1988), que consistiu 

na introdução do gene cry de Bacillus thuringiensis em Clavibacter xyli subespécie 

cynodontis (bactéria endofítica capaz de colonizar o colmo de milho), que ao ser introduzido 

na planta, via inoculação de sementes, permitiu o controle da broca do colmo de milho. Tal 

tecnologia foi posteriormente introduzida na produção em larga escala por uma empresa de 

biotecnologia, que a partir desta ideia vem desenvolvendo microrganismos geneticamente 

modificados para outras plantas (AZEVEDO, 1998). O mesmo gene de B. thuringiensis 

também foi utilizado em Bradyrhizobium, uma bactéria que promove FBN em leguminosas 

(NAMBIAR; MA; IYER, 1990) e, com a modificação, a bactéria além de fixar nitrogênio, 

também produz a toxina codificada pelo gene introduzido em plantas de Cajanus cajan, 

conferindo proteção contra larvas do inseto Rivelia angulata (DI FIORE; DEL GALLO, 

1995).  

Atualmente, há uma ampla evidência de que muitas bactérias endofíticas promovem o 

desenvolvimento dos vegetais por meio de efeitos diversos, como: produção de reguladores de 

crescimento (como os hormônios auxinas, citocininas e giberelinas); inibição do estresse 

vegetal pela síntese do 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) desaminase; 
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disponibilização de nitrogênio por meio do processo de fixação de N2; mobilização do fósforo 

(COMPANT; CLÉMENT; SESSITSCH, 2010; DOBEREINER; BODDEY, 1981); indução 

dos mecanismos de defesa do vegetal; produção de substâncias patógeno-antagonista ou ainda 

pela competição de colonização de sítios ou nutrientes (WEYENS et al., 2009; STROBEL et 

al., 2004; HALLMANN et al., 1997). A produção de fitorreguladores já foi relatada em 

bactérias do gênero Gluconacetobacter, Azospirillum, Herbaspirillum, Erwinia, Pantoea e 

Pseudomonas (KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2004; LEE et al., 2004; ZAKHAROVA et al., 

2001). Por exemplo, o ácido abscísico e a giberelina, produzidos por Azospirillum lipoferum, 

foram considerados responsáveis por amenizar os sintomas gerados pelo estresse hídrico em 

plantas de milho (COHEN et al., 2009). Já no que diz respeito ao controle biológico de pragas 

e doenças, a espécie bacteriana mais usada como antagonista a patógenos é o Bacillus subtilis 

(BACON et al., 2001).  

Metabólicos de interesse biotecnológico têm sido detectados na interação endófitos-

planta. Plantas de Artemisia annua, em interação com a bactéria endofítica Pseudonocardia 

sp. estirpe YIM 63111, foi capaz de induzir a produção do composto artemisinina nos tecidos 

desta planta, sendo este utilizado pela medicina no tratamento da malária (revisto por 

BRADER et al., 2014). Do mesmo modo, bactérias do gênero Streptomices sp. também foram 

caracterizadas como produtoras de metabólicos antimaláricos, como o munumbicina e 

coronamicina (revisto por RYAN et al., 2008). Outro exemplo é a Pseudomonas viridiflava, 

que foi detectada dentro dos tecidos de um grande número de espécies de gramas produzindo 

dois novos compostos antimicrobianos chamando de ecomicinas, que foram capazes de inibir 

a patogênese de bactérias patogênica ao humano como Cryptococcus neoformans e Candida 

albicans (MILLER et al., 1998). Strobel e sua equipe em 1993 demonstraram a produção de 

um agente ativo – taxol – caracterizado como anticâncer produzido por Taxomices andreanae 

quando associados com a planta Taxus brevifolia.  

A produção de “bioplásticos” tem despertado grande interesse comercial, e estes 

também estão sendo descritos em trabalhos com bactérias endofíticas (KALIA; CHAUHAN; 

BHATTACHARYYA, 2003). A primeira bactéria produtora de um biomaterial caracterizado 

como bioplástico foi o Bacillus megaterium (LEMOIGNE, 1926). Os bioplásticos mais 

produzidos por essas bactérias são os polihidroxialcanoatos (PHA). A bactéria endofítica 

Herbaspirillum seropedicae, presente nos tecidos de cana-de-açúcar, foi caracterizada como 

sendo produtora do bioplástico polihidroxibutirato (PHB), quando crescida em diferentes 

fontes de carbono (CATALÁN et al., 2007).  

Bactérias endofíticas também foram utilizadas em associação com plantas no contexto 

da fitorremediação. Ryan e colaboradores em sua revisão em 2007 sobre as possíveis 

aplicações de bactérias endofíticas descreveram uma lista de organismos, como Pseudomonas 

aeruginosa, P. savastonoi, P. putida, Methilobacterium populi, Burkholderia cepacia e 

Herbaspirillum sp.  que podem ser utilizados como modo de suprir a necessidade da 

utilização dos compostos nitrogenados utilizados em muitos cultivos de plantas, inclusive a 

cana-de-açúcar, bactérias com a capacidade de realizar a fixação biológica de nitrogênio 

(denominadas diazotróficas), foram apontadas pioneiramente em trabalhos realizados por Dr. 

Johanna Döbereiner (DÖBEREINER; DAY; DART, 1972; DÖBEREINER, 1961, 1988, 

1992, 1997). A possibilidade de se substituir o nitrogênio fertilizante pela fixação biológica de 

nitrogênio é importante, pois esta é econômica e ambientalmente vantajosa (REIS et al., 

2000). Entretanto, as bases moleculares das interações endofíticas com a planta ainda não são 

bem compreendidas. Métodos independentes de cultivo para análises da comunidade e a 

genômica funcional, bem como, a genômica comparativa, têm fornecido uma melhor 

compreensão da dinâmica, sinalização e funções das associações endófito-planta (revisado por 

REINHOLD-HUREK; HUREK, 2011). Tais esclarecimentos são importantes, pois tem sido 

verificado que microrganismos endofíticos têm proporcionado benefícios à planta hospedeira, 
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o que os coloca no mesmo nível de microrganismos como os fungos micorrízicos e as 

bactérias simbiontes que também fixam nitrogênio atmosférico (AZEVEDO, 1998). 

2.4 Metodologias de Estudos de Microrganismos Associados às Plantas 

Os estudos de microrganismos associados às plantas são tradicionalmente baseados em 

isolamento em meio de cultivo. Contudo, as técnicas de cultivo são laborosas e a grande 

maioria de bactérias não pode ser obtida como cultura pura; fazendo com que a diversidade de 

organismos cultiváveis não seja bem avaliada, já que um grande número de meios e condições 

de cultivo deve ser utilizado para avaliar a diversidade de um determinado nicho 

(MAGNANI, 2005). Outra limitação é o fato de que ainda existem microrganismos que não 

são cultiváveis (REINHOLD-HUREK; HUREK, 2011).  

Conforme supracitado, conclui-se que a escolha de um método adequado no estudo de 

diversidade é de suma importância, devido ao de fato que muitas técnicas excluem a 

possibilidade de se conhecer alguns microrganismos, principalmente aquelas que são baseadas 

em cultivo. Com o surgimento e desenvolvimento de técnicas moleculares, verificou-se que é 

possível ter acesso aos microrganismos não cultiváveis (revisado por REINHOLD-HUREK; 

HUREK, 2011). Por exemplo, análises de genes do rRNA a partir do DNA metagenômico 

têm aprimorado as investigações sobre a diversidade microbiana nos últimos anos 

(LUNDBERG et al., 2013; BULGARELLI et al., 2012; SESSITSCH et al., 2012; WANG et 

al., 2008; YOKOUCHI et al., 2006). Similarmente, trabalhos que investigaram a presença de 

diazotróficos ativos em cana-de-açúcar através de RT-qPCR (Reação em cadeia da polimerase 

quantitativo, transcriptase reversa), uma técnica independente de cultivo, têm revelado a 

atividade de bactérias fixadoras de nitrogênio da ordem Rhizobiales, além de outras bactérias 

previamente caracterizadas e até mesmo totalmente desconhecidas (FISCHER et al., 2012; 

BURBANO et al., 2011; THAWEENUT et al., 2011). Tais resultados sugerem que 

quantidades significativas de nitrogênio podem estar sendo suprido à planta de cana-de-açúcar 

através de bactérias não cultiváveis, especificamente de seu mecanismo de fixação biológica 

de nitrogênio, e também mostram que estratégias independentes de cultivo são essenciais para 

melhor compreender a diversidade genética, estrutura populacional, o papel ecológico e as 

características funcionais dos microrganismos associados à planta de cana-de-açúcar 

(SCHWAB; DOS-SANTOS; BALDANI, 2014). 

A estratégia clássica reducionista da reação em cadeia da polimerase (PCR) de genes 

únicos se utiliza de um pequeno grupo de genes modelos o que pode gerar problemas 

associados à concepção dos iniciadores, como: falta de ampla cobertura filogenética, falso 

favorecimento de determinados grupos filogenéticos ou inespecificidade para os genes alvos 

(SCHWAB; DOS-SANTOS; BALDANI, 2014). A metagenômica permite uma visão global 

dos fenômenos em todos os genes simultaneamente o que possibilitaria a identificação de 

outras atividades úteis em endófitos diazotróficos, para além da fixação de nitrogênio 

(SCHWAB; DOS-SANTOS; BALDANI, 2014; SESSITSCH et al., 2012). 

2.4.1 Metagenômica 

Por definição, Metagenômica é a análise genética direta de genomas contidos em uma 

amostra ambiental (HANDELSMAN et al., 1998). O campo inicialmente começou com a 

clonagem de DNA ambiental, seguido do rastreio das funções que estavam sendo expressas 

(HANDELSMAN, 2004), sendo, em seguida, rapidamente complementado por 

sequenciamento direto (shotgun) do DNA ambiental (TYSON et al., 2004; VENTER et al., 

2004). Estes projetos iniciais não só mostram o princípio da abordagem metagenômica, mas 
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também descobriram uma enorme diversidade de genes de características funcionais no 

mundo microbiano (revisado por THOMAS; GILBERT; MEYER, 2012). 

O acesso à ampla composição genética de comunidades microbianas, proporcionado 

pela metagenômica, permite uma descrição muito mais ampla da filogenia do que análises de 

diversidade do gene de 16S rRNA. Por si só, a metagenômica fornece informação genética em 

potencial para novos biocatalisadores ou enzimas, ligações genômicas entre função e filogenia 

de organismos não cultiváveis e perfis evolucionários da função e estrutura da comunidade 

(revisado por THOMAS; GILBERT; MEYER, 2012).  

 

a) Abordagens metagenômicas utilizadas na prospecção de genes e funções 

 

A metagenômica é um grande marco no campo da ecologia microbiana nas últimas 

décadas (THOMAS; GILBERT; MEYER, 2012). Definida como a análise genética direta dos 

genomas presente em uma amostra ambiental (HANDELSMAN, 2004). Esta metodologia 

tem crescido rapidamente com o surgimento das tecnologias de sequenciamento, chamados de 

“nova-geração” ou de larga-escala (OULAS et al., 2015). Essas tecnologias têm permitido a 

análise direta do DNA metagenômico, sem a necessidade de amplificar o DNA total e clonar 

em vetores, diminuindo as taxas de erros (OULAS et al., 2015).  

Neste contexto, a prospecção de genes e funções, utilizando o sequenciamento em 

larga-escala, pode ser baseado em duas abordagens: 1) construção de biblioteca 

metagenômica e 2) sequenciamento direto do DNA metagenômico (WILSON; PIEL, 2013). 

A primeira envolve o isolamento do DNA metagenômico (que deverá ser de alta qualidade) 

(GURGUI; PIEL, 2010; OUYANG et al., 2010; LILES et al., 2008), podendo ser feito 

também um enriquecimento das células alvo (IKEDA et al., 2009; WANG et al., 2008; JIAO 

et al., 2006) e a construção de vetores e clonagem em organismos modelo (como por exemplo 

Escherichia coli) (WILSON; PIEL, 2013). Após a construção das bibliotecas, é feito a 

triagem das funções por meio de screening funcional (ensaios bioquímicos/enzimáticos in 

vitro) (REYES-DUARTE; FERRER; GARCÍA-ARELLANO, 2012) ou por meio de 

homologia (PCR, por exemplo) (WILSON; PIEL, 2013). A segunda abordagem é baseada em 

análise das sequencias por meio da bioinformática (THOMAS; GILBERT; MEYER, 2012), 

ou seja, após a extração de DNA metagenômico, este é sequenciado em larga escala seguido 

de montagem das sequencias (KUNIN et al., 2008) e anotação/predicação dos genes 

comparando-os com bancos de dados (MEYER et al., 2008). Nesta abordagem é altamente 

recomendado que se restrinja o máximo possível a extração ao DNA das células alvo, ou seja, 

o passo de enriquecimento celular é aconselhável antes da extração e sequenciamento das 

moléculas de DNA (WILSON; PIEL, 2013; IKEDA et al., 2009; WANG et al., 2008). 

Também é possível utilizar o DNA metagenômico para a análise de expressão de funções em 

um microrganismo heterólogo (WILSON; PIEL, 2013; REYES-DUARTE; FERRER; 

GARCÍA-ARELLANO, 2012). 

Uma problemática na utilização da abordagem metagenômica na prospecção de genes 

é a demanda de DNA nos sequenciamentos em larga escala (>1 µg) (WAYNE, 2013) e ainda 

o baixo número de células bacterianas em relação ao hospedeiro (BULGARELLI et al., 

2013).  Nesse contexto, além do enriquecimento das células alvo, tem-se utilizado uma 

técnica nomeada de “amplificação de múltiplos deslocamentos” (multiple displacement 

amplification - MDA) (HAVEN, 2001), onde se utiliza a polimerase Phi29 (DEAN et al., 

2001; SALAS; MOSKOWITZ, 1993), iniciadores aleatórios e baixa quantidade de DNA, que 

permite à amplificação de genomas completos em pouco tempo (YOKOUCHI et al., 2006). 

Esta técnica tem sido também utilizada para o sequenciamento de uma única célula 

(LASKEN, 2007). Em amostras complexas, esta amplificação tem demonstrado grande 

aplicação na amplificação de metagenomas de baixo número de células (YOKOUCHI et al., 
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2006). Este tipo de amplificação é compatível com as atuais tecnologias de sequenciamento, e 

pode ser aplicada inclusive na prospecção de genes e funções pertinentes ao DNA 

metagenômico (SRINIVASAN; BATRA, 2014). 

 

b) Metagenômica como ferramenta de análise de interações planta-bactéria 

 

A metagenômica surgiu no contexto das investigações que buscam considerar todos os 

componentes de um bioma, utilizando os sequenciadores em larga-escala (MELCHER; 

VERMA; SCHNEIDER, 2014), onde é possível produzir um alto número de informações 

com baixa taxa de erro (REUTER; SPACEK; SNYDER, 2015). No estudo da microbiota 

associada a plantas, tem sido um desafio obter a real representação de todos os 

microrganismos presentes (GUTTMAN; MCHARDY; SCHULZE-LEFERT, 2014). Para 

solucionar esta problemática, estudos independentes de cultivo, baseados em abordagens 

metagenômicas e utilizando o sequenciamento em larga-escala, tem possibilitado a 

identificação de novos microrganismos e elucidando funções exercidas por estes no tecido 

hospedeiro (GUTTMAN; MCHARDY; SCHULZE-LEFERT, 2014). Por exemplo, WANG et 

al. (2008), buscaram analisar a microbiota da espécie arbórea Mallotus nudiflorus por meio da 

metagenômica enriquecendo o homogenato antes da extração de DNA das bactérias presentes. 

Os autores justificam que escolheram esta planta devido a trabalhos anteriores terem isolado 

um composto antibiótico que poderia ser produto bacteriano quando em associação com a 

planta, porém não foi possível identificar qual (ou quais) bactéria(s) estaria(m) produzindo 

este composto. Resultados do sequenciamento do DNA metagenômico revelou um grande 

potencial de aplicações biotecnológicas de funções exercidas pela microbiota ali presente. 

A abordagem metagenômica pode também ser utilizada na investigação de um único 

gene/função. Nikolic et al. (2011), por exemplo, buscaram analisar a presença de genes que 

codificam a enzima 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) deaminase (genes acdS), 

observando o metagenoma obtido de plantas de batata (Solanum tuberosum L). Essa enzima 

muito comum em bactérias promotoras de crescimento vegetal, capaz de reduzir o nível de 

etileno em plantas em desenvolvimento ou sob condições de estresse (GLICK, 2005). O 

trabalho identificou a predominância de operons acdS com similaridade para Pseudomonas, 

Burkholderia, e ainda um operon acdS relacionado a uma bactéria não cultivável, 

demonstrando assim a importância da metagenômica no estudo de funções exercidas pela 

microbiota. 

Em um estudo realizado por SESSITSCH et al. (2012), os autores identificaram por 

meio da metagenômica características funcionais da microbiota endofítica de raízes de arroz. 

Informações valiosas foram descritas nestas análises, como: metabólitos relacionados a 

adaptações de microrganismos de vida-livre dentro das raízes; sistemas de secreção; sequestro 

de metais e armazenamento; quorum sensing; detoxificação de espécies reativas de oxigênio; 

fixação de nitrogênio; promoção do crescimento vegetal; resistência a estresses; biocontrole 

de patógenos e biorremediação. O trabalho demonstra a importância de se utilizar a 

metagenômica em análise de comunidades microbianas, devido ao número de informações 

obtidas nas análises. Okubo et al. (2014), utilizando brotos de arroz de duas cultivares 

diferentes, compararam a rizosfera, filosfera e tecidos de raiz por meio da metagenômica, 

revelou diferentes entendimentos sobre o metabolismo de fitorreguladores, carbono e 

nitrogênio exercidos pela comunidade bacteriana associada a planta. A abundância de genes 

relacionados ao metabolismo de compostos C1 e catabolismo ACC (1-aminociclopropano-1-

carboxilato), por exemplo, foram maiores do que os genes relacionados ao ácido indolacético 

e fixação biológica de nitrogênio. O salicilato hidrolase foi detectado em todos os 

microbiomas exceto na rizosfera. Estas informações são importantes para o entendimento das 

interações planta-microrganismo e metabolismo bioquímico em brotos de arroz. 
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Integrando a análise metagenômica e metaproteômica (chamada de abordagem 

metaproteogenomica), KNIEF et al. (2012) aplicaram esta abordagem para analisar a 

microbiota da filosfera e rizosfera de plantas de arroz. O estudo revelou a presença de um 

processo de conversão de carbono-1 na rizosfera e filosfera; proteínas envolvidas na 

metanogênese e de bactérias metanotróficas, sendo este último amplamente ligado ao gênero 

Methylobacterium. A expressão dessas proteínas foi predominante na filosfera; o processo de 

fixação de nitrogênio foi detectado ativa exclusivamente na rizosfera, porém foram 

encontrados genes nifH em várias bactérias da filosfera; e outros traços fisiológicos 

envolvidos nos processos de transporte e resposta a estresse foram encontrados. O trabalho, 

portanto, demonstra a capacidade desta integração de metodologias em identificar in situ a 

fisiologia e composição de comunidades microbianas. 

 

c) Importância da metagenômica no contexto das bactérias endofíticas 

 

Até recentemente, para identificação de uma espécie bacteriana era necessário obter 

uma cultura pura e, nesta identificação utilizavam-se características morfológicas, 

fisiológicas, bioquímicas e genéticas. Um grande número de organismos foi identificado e 

tantos outros reclassificados através do uso de técnicas moleculares, o que permite a 

identificação de organismos não cultiváveis (KIRCHHOF et al., 1997; UEDA et al., 1995). A 

metagenômica tem mostrado ser uma das principais estratégias aplicadas nos estudos sobre os 

potenciais biotecnológicos de microrganismos endofíticos (LUNDBERG et al., 2013; 

SESSITSCH et al., 2012; THOMAS; GILBERT; MEYER, 2012); porém, esses estudos 

exigem uma etapa prévia de enriquecimento das células bacterianas, pois estas se encontram 

em pequena minoria relativamente às células da planta hospedeira (WANG et al., 2008).  

Segundo BULGARELLI et al. (2013), o número estimado de células bacterianas 

endofíticas é de aproximadamente 10
4
–10

8
 por grama de raiz, em comparação, as bactérias 

rizosféricas estão em maior número, cerca de 10
6
–10

9
 bactérias por grama de solo, ou seja, 

considerando que a massa de uma célula bacteriana é de aproximadamente 1 pg, 10
8
 dessas 

células equivaleriam a 0,0001 g; portanto, existem cerca de 0,0001 g de células bacterianas a 

cada 1 g de tecido hospedeiro. Este aspecto faz com que seja necessária uma etapa prévia de 

enriquecimento das células bacterianas endofíticas para um posterior estudo metagenômico 

(WILSON; PIEL, 2013). Alguns trabalhos foram publicados relatando o enriquecimento da 

microbiota endofítica (IKEDA et al., 2009; JIAO et al., 2006; WANG et al., 2008), porém é 

preciso investigar se essas metodologias poderiam funcionar com plantas de cana-de-açúcar, 

devido ao fato de que esta é uma planta cujo colmo contém altos níveis de polissacarídeos, 

compostos fenólicos, nucleases e muita fibra (VIRUPAKSHI; NAIK, 2007). 

2.4.2 Perspectivas e aplicações de genes e funções identificados em estudos 

metagenômicos 

A metagenômica é capaz de ampliar o conhecimento sobre comunidades microbianas, 

pois é uma metodologia independente de cultivo o que permite analisar também 

microrganismos ainda não-cultiváveis (TAUPP; MEWIS; HALLAM, 2011), revelando assim 

novos metabólicos com diversas aplicabilidades (WILSON; PIEL, 2013). Diferentes trabalhos 

têm demonstrado, por meio da metagenômica, a estrutura e as funções exercidas por 

microrganismos presentes em ambientes como solo, água, tecidos de planta e ainda o rumem 

(DAI et al., 2014; JACQUIOD et al., 2013; SESSITSCH et al., 2012; HESS et al., 2011; 

IKEDA et al., 2009; DINSDALE et al., 2008).  

A aplicação por meio da biotecnologia de genes identificados através da 

metagenômica tem sido amplamente utilizado na medicina, como por exemplo, uma 
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abordagem de metagenômica funcional que utiliza a metodologia de sequenciamento shotgun 

e screening heterólogo de genes com plasmídeos BACs. Esta aplicação tem sido utilizada 

para identificar novos genes que conferem melhorias no processo de colonização e 

estabelecimento de probióticos no intestino de murinos (YOON et al., 2013). Em 2014, 

Culligan et al. mencionaram o termo “metabiotecnologia” para definir esta aplicação na área 

da biotecnologia. 

Em 2014, um grupo de pesquisadores chineses demonstraram através da 

metagenômica funcional um grupo de bactérias resistentes a antibióticos encontrados em 

solos agrícolas (SU et al., 2014). A abordagem utilizada foi por meio da montagem da 

biblioteca metagenômica, na qual o DNA total extraído a partir de amostras do solo foi 

fragmentado por meio de enzima de restrição, separados eletroforeticamente e os fragmentos 

de 1-3kb foram selecionados para a montagem dos plasmídeos utilizando o vetor pUC19. 

Células de E. coli foram transformadas e os vetores positivos foram sequenciados na 

plataforma Sanger. A partir das sequencias de DNA, foi feita a identificação de ORFs (Open 

Reanding Frames) através do webserver “ORFfinder” e comparadas com o banco de dados 

não-redundante do NCBI. Neste trabalho os autores identificaram genes que conferem 

resistência aos antibióticos rifampicina, cloranfenicol, aminoglicosídeo e tetraciclina, 

sugerindo que as bactérias portadoras desses genes de resistências são potencialmente 

prejudiciais à saúde humana (SU et al., 2014). 

Para a indústria bioquímica e farmacêutica, tem sido amplamente aplicado a 

metagenômica funcional na identificação de novas enzimas. Kim et al. (2006) caracterizaram 

e isolaram uma nova esterase a partir de uma amostra metagenômica que foi digerida com 

enzimas de restrição, inserida em fosmídeos e clonadas em células de E. coli. Neste trabalho 

eles utilizaram o screening dos clones em ensaios substrato específico. A partir dos clones que 

apresentaram atividade esterase, os plasmídeos foram sequenciados e comparados com banco 

de dados. A proteína gerada nos clones que foram identificados como portadores de “novos” 

genes esterase, foi purificada e bioquimicamente caracterizada (KIM et al., 2006). 

Estudos que buscam analisar a estrutura de microbiomas de plantas podem auxiliar na 

definição das funções que estes microrganismos poderiam estar desempenhando no 

hospedeiro, como por exemplo, YEOH et al. (2016) ao analisar o microbioma da raiz de cana-

de-açúcar em condições de presença e ausência de fertilizante nitrogenado, observou que a 

microbiota presente possuía um alto número de genes nif ativos (envolvidos no processo de 

fixação biológica de nitrogênio (FBN)), quando sob pouca taxas de fertilizante. O trabalho 

utilizou a plataforma 454 FLX Titanium (sequenciamento em larga-escala), utilizando o DNA 

metagenômico (YEOH et al., 2016). Um outro exemplo similar, desta vez com uma espécie 

arbórea, foi realizado em 2008 por Wang e colaboradores. Neste trabalho os autores 

demonstraram a importância de enriquecer as células alvo antes das análises metagenômicas, 

ou seja, eles propuseram um protocolo de eliminação do material vegetal antes da extração de 

DNA das bactérias. O preparo das amostras de DNA metagenômico para o sequenciamento 

seguiram uma metodologia clássica aplicado ao estudo de metagenomas: o DNA 

metagenômico foi fragmentado utilizando enzimas de restrição, clonados em vetores do tipo 

fosmídeos e, então, sequenciados utilizando o método Sanger (HANDELSMAN, 2004). Após 

o sequenciamento, os dados foram comparados com o banco de dados do NCBI, identificando 

assim as funções e genes presentes nas amostras e seus respectivos portadores. Os autores 

concluem que este trabalho proporciona base teórica para futuros estudos sobre os potenciais 

biotecnológicos dessa comunidade (WANG et al., 2008). De modo similar, SESSITSCH et al. 

(2012) analisou características funcionais da comunidade endofítica de raízes de arroz. Neste 

trabalho, também foi realizado uma biblioteca do tipo shotgun, no qual o DNA metagenômico 

também foi enriquecido e fragmentado. O vetor utilizado foi o pUC19 e estes foram inseridos 

em células de E. coli. O sequenciamento também foi do tipo Sanger e as sequencias foram 
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classificadas utilizando um software. Os autores também demonstraram com esse trabalho dá 

suporte a futuras investigações sobre o potencial biotecnológico que esta microbiota teria para 

a agricultura (SESSITSCH et al., 2012). Outro trabalho, também utilizando raízes de arroz, 

que buscou analisar, em específico, as funções exercidas pelas bactérias associadas a esta 

planta, foi realizado por OKUBO et al. (2014). A metodologia de análise foi através do 

sequenciamento shotgun na plataforma 454 GS FLX Titanium. Após o sequenciamento, os 

dados foram mapeados ao genoma de arroz para remover os reads oriundos da planta, e a 

predicação/anotação dos genes/funções foi realizado utilizando webserver MG-RAST. Os 

resultados demonstraram informações sobre o metabolismo de fitohormônios, carbono e 

nitrogênio exercidos na interação bactéria-planta. Os autores sugerem que os resultados 

fornecem informações relevantes sobre a melhor compreensão desta interação que poderia ser 

útil em analises metaproteômica (OKUBO et al., 2014).  

O estudo de funções e genes relacionados a interação bactéria-planta teve grandes 

avanços com utilização do PCR em tempo real. Trabalhos baseados no monitoramento dos 

genes nifH demonstraram o papel exercido de bactérias diazotróficas em plantas da família 

poaceae e ainda revelou novas bactérias que desempenham esta função (FISCHER et al., 

2012; RINCON-FLOREZ; CARVALHAIS; SCHENK, 2013; ROUWS et al., 2014; 

THAWEENUT et al., 2011; VIDEIRA et al., 2009). Porém esta técnica fica limitada devido à 

restrição de um pequeno grupo de genes (SCHWAB; DOS-SANTOS; BALDANI, 2014). A 

metagenômica tem uma visão global dos genes que possibilita a identificação de outras 

funções para além da FBN (REINHOLD-HUREK; HUREK, 2011). A fim de identificar e 

possivelmente aplicar funções exercidas pela interação das bactérias endofíticas com a planta, 

é necessário elucidar as bases moleculares dessa interação (REINHOLD-HUREK; HUREK, 

2011). Acredita-se que com futuras tecnologias de sequenciamento muitos questionamentos 

sobre esta relação poderão ser elucidados. Contudo efeitos benéficos exercidos por essas 

bactérias têm sido descritos, como por exemplo a promoção do crescimento vegetal, proteção 

contra estresses bióticos e abióticos, fixação biológica de nitrogênio e produção de 

metabólitos secundários (HARDOIM et al., 2015). Futuros trabalhos utilizando esses 

bioprodutos poderão promover uma agricultura mais sustentável (BERG et al., 2013). 

2.5 Metodologias de Sequenciamentos de “Nova-geração” (Next-Generation 

Sequencing) 

Nas últimas décadas, o uso de tecnologias de “próxima geração” (ou Next generation 

sequencing – NGS) tem ampliado o conhecimento sobre os estudos de genomas. Estas 

tecnologias permitem que um genoma completo seja sequenciado mais rápido, fácil e com 

maior qualidade do que tecnologias pioneiras, como por exemplo o sequenciamento proposto 

por Sanger, que teve seu lançamento em 1977 (SRINIVASAN; BATRA, 2014). Sua aplicação 

na medicina tem ajudado a determinar a causa de doenças causadas por desordem no 

microbioma humano (WALTERS; XU; KNIGHT, 2014) e em análise de amostras ambientais, 

tem ajudado a descrever a estrutura e funções de comunidade microbianas, como por exemplo 

do solo (LV et al., 2014) e oceanos (SUNAGAWA et al., 2015). 

Atualmente existem diversos tipos de sequenciadores de próxima geração, que diferem 

principalmente na abordagem que é empregada na identificação dos nucleotídeos, o número 

de sequencias produzidas por reação e o tempo de sequenciamento; e estas 

tecnologias/abordagens têm sido definidas como de segunda à quarta-geração devido aos 

aspectos das abordagens utilizadas (CLOONEY et al., 2016). Estas metodologias de 

sequenciamento variam de abordagens que requererem uma prévia amplificação por PCR das 

amostras antes do sequenciamento propriamente dito à utilização de uma única molécula de 

DNA no sequenciamento, sem a necessidade de amplificação por PCR. Outro diferencial 
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destas novas tecnologias é a precisão dos resultados e custo por sequenciamento, o que tem 

revolucionado drasticamente os estudos atuais (SRINIVASAN; BATRA, 2014). Até o 

presente momento as tecnologias de sequenciamentos mais utilizados são as plataformas 

Roche 454 GS-FLX, Illumina MiSeq, Illumina HiSeq e o Ion PGM; na qual cada um desses 

possui suas peculiaridades e aplicações. Essa diversidade de tecnologia/abordagens faz com 

que seja necessário avaliar o tipo de plataforma a ser empregado no estudo, pois fatores como 

o preparo das amostras, que podem incluir etapas além da extração, como amplificação, 

purificação e quantificação (SALONEN; VOS, 2016; SINCLAIR et al., 2014; GIHRING; 

GREEN; SCHADT, 2012), podem influenciar significativamente nos resultados (CLOONEY 

et al., 2016).  

2.5.1 Tecnologias de 2º geração 

Esta geração de sequenciamento, que incluem as plataformas Roche 454, Illumina 

(Solexa), Illumina MiSeq, ABI SOLiD, Illumina HiSeq, Polonator G.007, Ion Torrent, e 

SLAF-seq; é bastante diversa, mas os fundamentos das suas tecnologias são similares. De 

forma geral, a preparação das amostras inclui etapas de fragmentação do DNA seguido pela 

ligação de adaptadores, e o método utilizado para determinar a sequência de DNA pode ser 

divididas em três formas: 1) sequenciamento de matriz cíclica, 2) sequenciamento utilizando 

hibridização de sondas e 3) sequenciamento de fragmento amplificado locus-específico 

(SLAF-seq) (SRINIVASAN; BATRA, 2014).  

A primeira metodologia, sequenciamento de matriz cíclica, pode ser resumida como 

um sequenciamento baseado em coletada de dados por imagem (MITRA et al., 2003). Esta 

metodologia foi apresentada com a introdução do pirosequenciamento com sua primeira 

aplicação na plataforma comercial Roche 454 GS20 (SRINIVASAN; BATRA, 2014). Esta foi 

a primeira plataforma de “nova-geração” comercial (MARGULIES et al., 2005). Esta 

metodologia conclui-se que é baseada em síntese, na qual DNA molde é fragmentado 

aleatoriamente (por nebulização, geralmente), desnaturados e são inseridos adaptadores em 

suas extremidades. Os fragmentos com adaptadores são ligados à microesferas magnéticas por 

meio do pareamento com sequências curtas complementares presentes na superfície da 

microesfera (DRESSMAN et al., 2003). As simples-fitas presentes nas esferas são então 

distribuídas em uma placa contendo micropoços e amplificadas em uma PCR de emulsão, 

onde milhares de cópias são produzidas (REUTER; SPACEK; SNYDER, 2015). As 

microesferas ligadas às sequências alvo fita simples são capturadas individualmente em poços 

de uma placa em escala picométrica e então são fornecidos os reagentes para a reação de 

pirosequenciamento (que inclui: dNTPs, ATP sulforilase, Luciferase, Luciferina, DNA 

polimerase e adenosina 5’ fosfosulfato (APS)) (REUTER; SPACEK; SNYDER, 2015). A 

reação de sequenciamento se inicia com a liberação de um pirofosfato a cada adição de um 

dNTP à cadeia. Esse pirofosfato é convertido para ATP, pela ATP sulfurilase utilizando o 

APS, sendo este utilizado pela luciferase para oxidar a luciferina, produzindo um sinal de luz ( 

SRINIVASAN; BATRA, 2014; RONAGHI et al., 1996). O sinal de luz emitido é identificado 

a cada base incorporada e em cada poço de sequenciamento, e cada base é adicionada por vez 

na placa, em ciclos que variam em adição e lavagens (SRINIVASAN; BATRA, 2014). Neste 

tipo de sequenciamento em suas primeiras versões resultavam em ~200.000 reads de 100-250 

pb e suas últimas versões, 454 GS FLX Titanium, produzem reads de até 700 pb 

(MARGULIES et al., 2005), porém esta plataforma produz muitos erros relacionados a 

homopolímeros com mais de 6 pb e seus reagentes são de alto custo (SRINIVASAN; 

BATRA, 2014). 

O sequenciamento de matriz cíclica também pode ser baseado em detecção de 

fluorescência por síntese. Neste caso a etapa de preparo de DNA inclui a desnaturação do 



16 

 

mesmo, montagem de bibliotecas com adição de adaptadores nas fitas únicas e PCR em 

ponte, na qual geram milhões de copias idênticas ao DNA molde e estas estão espacialmente 

separadas (BENTLEY; BALASUBRAMANIAN; SMITH, 2014). O primeiro sequenciador a 

adotar esse tipo de metodologia foi o Illumina (Solexa) e atualmente esse tipo de 

sequenciamento domina o mercado (SRINIVASAN; BATRA, 2014; METZKER, 2010). 

Quatro anos após o surgimento desta técnica a mesma empresa (Illumina) desenvolveu o 

sequenciador HiSeq 2000, na qual produz um grande número de reads com uma baixa taxa de 

erro (menor que 2%) e de custo menor do que os sequenciadores como 454 e SOLiD 

(REUTER; SPACEK; SNYDER, 2015; SHENDURE; JI, 2008). O Illumina MiSeq também é 

baseado nesse tipo de tecnologia (sequenciamento por síntese) e seu diferencial é o tempo de 

sequenciamento que é menor que as demais plataformas (LIU et al., 2012). 

Em 2014 a Illumina divulgou o NextSeq 500, na qual a sua aplicabilidade é similar ao 

MiSeq, porém este é mais rápido e em menor dimensão. O seu grande diferencial dos demais 

Illumina é a utilização de apenas dois canais de detecção de sinais e os nucleotídeos são 

marcados em vermelho (citosina), verde (timina), amarelo – sendo esse a união de vermelho e 

verde (adenina) e a guanina não é marcada. Essa modificação fez com que fosse reduzido o 

tempo de processamento das imagens geradas (REUTER; SPACEK; SNYDER, 2015). 

Um caso especial da metodologia baseada em coleta de dados por imagem são as 

plataformas que utilizando a hibridização de sondas marcadas com fluoróforo no preparo das 

amostras (ZHOU et al., 2012). Uma das plataformas mais conhecidas que utiliza esse tipo de 

abordagem é o ABI SOLiD, no qual são realizados repetidos ciclos de hibridização com as 

sondas e clivagens (SRINIVASAN; BATRA, 2014). Neste caso a sonda possui um sítio de 

ligação e outro de clivagem onde fica localizado o fluoróforo, e a cada clivagem é emitido a 

fluorescência (MARDIS, 2008). Esta abordagem produz reads de 85 pb com uma precisão de 

99.99% (SRINIVASAN; BATRA, 2014). Outra plataforma baseada em hibridização é o 

Polonator G.007. Neste é utilizado nanonucleotideos como sondas (SRINIVASAN; BATRA, 

2014). Porém sua utilização não foi bem aceita devido a erros de inadequada cobertura e 

falsos-positivos, além de que esta técnica requer uma alta infraestrutura e é de alto custo 

(PATIL, 2001). 

A terceira metodologia (SLAF-seq) é de baixo custo e de alta eficiência e neste caso 

não há mais a necessidade de se utilizar um DNA genômico de alta qualidade (SUN et al., 

2013). Neste caso, sua aplicabilidade está associada a verificação de polimorfismos ou 

genotipagem envolvidos entre sequencias e o DNA molde pode ser um produto gerado em 

uma PCR ou por enzima de restrição (SCHMUTZ et al., 2010). Esta técnica reduz a 

complexidade do preparo de bibliotecas genômicas, como mandatório em outros tipos de 

metodologias, e é possível diferenciar cerca de 10.000 amostras de uma só vez 

(SRINIVASAN; BATRA, 2014). 

2.5.2 Tecnologias de 3º geração 

A 3ª geração de metodologias de sequenciamento é marcada com introdução de 

sequenciamento de moléculas únicas, ou seja, não há mais a necessidade de amplificar o DNA 

molde, evitando assim os possíveis erros gerados por PCR (SRINIVASAN; BATRA, 2014). 

Sequenciadores desta geração se baseam em duas técnicas, uma óptica e outra não-óptica: 1) 

sequenciamento de molécula única (SMS) e 2) sequenciamento de semicondutor não-óptico. 

As plataformas inseridas nesta geração são Pacific Biosciences Single Molecule Real-time 

(SMRT), Helicos Biosciences true Single Molecule (tSMS) e uma nova versão do Ion 

Torrent, o Ion Personal Genome Machine (PGM) (REUTER; SPACEK; SNYDER, 2015; 

SRINIVASAN; BATRA, 2014). 
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A técnica do tipo SMS fornece diversas vantagens em relação aos sequenciadores de 

segunda-geração. Esta técnica é baseada na abordagem do sequenciamento por síntese, 

semelhante aos das segunda-geração, mas neste caso não há necessidade de amplificação do 

DNA molde, reduzindo assim as chances de erros (TIMP et al., 2010). Outra vantagem é que 

o mesmo produz sequencias longas (~1000 pb) e pouco tempo (SRINIVASAN; BATRA, 

2014). De forma geral, a informação sobre as bases do DNA sequenciado é obtida através do 

escaneamento da fluorescência gerada com a adição de bases na fita-molde por uma DNA 

polimerase, similar ao mecanismo do PCR em tempo real (EID et al., 2009). No caso da 

plataforma tSMS há uma pequena diferença, neste a DNA polimerase é marcada com um 

fluoróforo no qual quando próximo à um nucleotídeo marcado com um aceptor de fluoróforo, 

emite uma fluorescência e o fluoróforo só é liberado após a incorporação da base 

(SRINIVASAN; BATRA, 2014). Esses tipos de sequenciadores atualmente podem gerar 

reads de até 8,5 kb na plataforma PacBio RSII, e ainda quando combinada com a P5-C3 DNA 

Polimerase estes fragmentos podem ser de até 30.000 bases (ROSS et al., 2013). Porém uma 

alta taxa de erro (~5%) está associado à esta técnica (ROBERTS; CARNEIRO; SCHATZ, 

2013).  

No sequenciamento não óptico, ou seja, a coleta dos dados não é baseada em imagens, 

o funcionamento desta técnica é semelhante à de um medidor de pH (SRINIVASAN; 

BATRA, 2014). O preparo das amostras é igual ao do sequenciador 454, porém as esferas 

contendo os amplificados gerados na PCR de emulsão, são inseridos em um chip juntamente 

com as dNTPs (SRINIVASAN; BATRA, 2014). A cada inserção de nucleotídeo ocorre uma 

alteração no pH que é medido por um sensor iônico, e cada base corresponde a um sinal 

(BARZON et al., 2011). A plataforma Ion PGM foi o primeiro sistema que não requer a 

emissão de fluorescência na detecção das bases, permite um alto número de dados em 

comparação aos sequenciadores considerados “rápidos” de segunda geração (BARZON et al., 

2011). 

2.5.3 Tecnologias de 4º geração 

A geração mais atual de metodologia de sequenciamento, pode-se considerar a junção 

de vantagens das técnicas utilizadas na terceira-geração, como: utilização de uma única 

molécula e rapidez; e a introdução uma nova tecnologia chamada de “Nanopore”. A técnica 

Nanopore também não requerer a amplificação do DNA molde, sequenciamento em tempo 

real com vários ciclos e ainda não é mais preciso da síntese para ser gerado a informação 

(SRINIVASAN; BATRA, 2014). 

O sequenciamento Nanopore consiste no conceito que uma única molécula de DNA 

pode ser identificada quando esta passa através de um poro em escala manométrica 

(NIEDRINGHAUS et al., 2011). Esses poros são formados por proteínas de membrana 

(bicamada lipídica) e materiais sintéticos na fase sólida (silicone nítrico, como por exemplo) 

(SRINIVASAN; BATRA, 2014). A identificação das bases ocorre em conjunto com uma 

exonuclease - na qual desnatura o DNA e direciona uma simples fita para o poro -, e dentro da 

proteína que forma o poro existe um adaptador, a ciclodextrina, na qual “mantem” o DNA 

dentro do póro o tempo suficiente (~20ms/base) para a leitura da corrente eletrônica que é 

gerada com a passagem do DNA no nanoporo (REUTER; SPACEK; SNYDER, 2015; 

SRINIVASAN; BATRA, 2014). A primeira plataforma desse tipo de sequenciamento foi 

lançada pela empresa Oxford Nanopore technology, e esta plataforma é capaz de gerar reads 

grandes (~2kb), podendo identificar 1 bilhão de bases de DNA em 6 h por um preço de U$ 

900 (SRINIVASAN; BATRA, 2014). Em 2014 foi lançada uma plataforma portátil, o 

MinION na qual consegue produzir 16.000 reads variando de 6-60kb em 18hs. Porém este, e 

assim como outros sequenciadores que é baseado em sequenciamento de uma molécula de 
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DNA, produz uma alta taxa de erros relacionados a inserção (4,9%), deleção (7,8%) e 

substituição (5,1%) (REUTER; SPACEK; SNYDER, 2015). Este tem sido utilizado como 

complementar ao sequenciamento do Illumina a fim de solucionar gaps gerados na montagem 

de genomas (REUTER; SPACEK; SNYDER, 2015). 
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3 CAPITULO I 

 

 

 

DESENVOLVIMENTO DE UMA ESTRATÉGIA INDEPENDENTE DE 

CULTIVO PARA ENRIQUECER CÉLULAS BACTERIANAS 

ENDOFÍTICAS DE COLMO DE CANA-DE-AÇÚCAR APLICÁVEL A 

ESTUDOS DE CARACTERIZAÇÃO DE COMUNIDADES 

MICROBIANAS 
1
 

                                                 
1
 Capítulo publicado na revista Microbial Ecology, em fevereiro de 2017.  

DOS-SANTOS, Carlos M. et al. A culture-independent approach to enrich endophytic bacterial cells from 

sugarcane stems for community characterization. Microbial ecology, v. 74, n. 2, p. 453-465, 2017. 
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3.1 RESUMO 

Os endófitos bacterianos constituem uma comunidade muito diversificada que conferem 

importantes benefícios para agricultura. Alguns desses benefícios permanecem pouco 

compreendidos, principalmente devido às problemáticas associadas às plantas como baixo 

número de células bacterianas endofíticas o que dificulta a recuperação dos genomas 

microbianos por metodologias independentes de cultivo. Um método de enriquecimento 

físico, independente de cultivo e não-tendencioso, de células endofíticas bacterianas a partir 

de tecidos de plantas pode ajudar a contornar esses problemas, especialmente no caso da cana-

de-açúcar, que têm um alto nível de interferentes, como polissacarídeos, compostos fenólicos, 

nucleases e fibras. O presente estudo descreve uma abordagem de enriquecimento de células 

bacterianas endofíticas de base de colmo de cana-de-açúcar. Os resultados demonstram que o 

conteúdo genético obtido no processo de enriquecimento das células bacterianas foi 

apropriado para a análise de caracterização da comunidade através do sequenciamento em 

larga escala. Esta análise da comunidade revelou além da presença de gêneros descritos 

anteriormente em tecidos de cana-de-açúcar, outras bactérias que podem estar exercendo 

funções como a promoção do crescimento vegetal e o controle biológico, não descritas 

anteriormente para cana-de-açúcar. Os resultados revelaram a predominância de gêneros 

pertencentes ao filo das Proteobacterias, mas também OTUs incluídas nos filos das 

Actinobacterias, Bacteroidetes, Firmicutes e entre outros. Além disso, comparando os dados 

presentes e da literatura, foi possível listar um grupo de endófitos bacterianos mais 

frequentemente detectados em tecidos de cana-de-açúcar. O protocolo o enriquecimento 

celular bacteriano endofítico estabelecido neste presente trabalho possibilitou o acesso à 

comunidade bacteriana endofítica de amostras de colmo de cana-de-açúcar, e pode ser 

aplicável a outras plantas para o avanço no estudo das bactérias endofíticas.  

 

Palavras-chaves: Sequenciamento larga-escala. Enriquecimento celular. Bactérias 

endofíticas. Base de colmo. 
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3.2 ABSTRACT 

Bacterial endophytes are a very diverse community, which confer important benefits to 

agriculture. Some of these benefits remain little understood, mainly due to problems 

associated with plants, like low number of endophytic bacterial cells which hinders the 

recovery of microbial genomes by culture-independent methodologies. A method of physical 

enrichment, culture-independent and non-biased, of endophytic bacterial cells from tissues of 

plants can help circumvent these problems, especially in the case of sugarcane, which have a 

high level of interfering as polysaccharides, phenolic compounds, and nucleases. The present 

study describes an approach to endophytic bacterial cell enrichment of sugarcane base stems. 

The results shown that the genetic content obtained from the bacterial cell enrichment process 

was appropriate for the analysis of characterization of the community through the large-scale 

sequencing. The community analysis revealed beyond the presence of genera described earlier 

in sugarcane tissues, others bacterial that may be acting as the plant growth promotion and the 

biological control, not described previously for sugarcane. The results revealed the 

predominance of genera belonging to the Proteobacterial phylum, but also included in the 

Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, and among others. In addition, by comparing the 

data present and literature, it has been possible to list a group of bacterial endophytes most 

often detected in tissues from sugarcane. The endophytic bacterial cell enrichment protocol 

established in this present work has enabled access to endophytic bacterial community of base 

stem samples of sugarcane, and may be applicable to other plants for the advancement in the 

study of endophytic bacteria. 

 

Keywords: Large-scale sequencing. Cell enrichment. Endophytic bacteria. Base stem. 
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3.3 INTRODUÇÃO 

Os endófitos bacterianos vivem nos tecidos das plantas e são supostamente não 

patogênicos para seus hospedeiros (HALLMANN et al., 1997; REINHOLD-HUREK; 

HUREK, 2011). Estes organismos colonizam principalmente os tecidos radiculares, mas 

também outras partes da planta, como folhas, frutas, tubérculos, óvulos, hastes, sementes e 

nódulos (OLIVARES et al., 1996; ROSENBLUETH; MARTÍNEZ-ROMERO, 2006). Todas 

as plantas são colonizadas por uma infinidade de microrganismos endofíticos (revisado por 

HARDOIM et al., 2015). Plantas de cultivo importantes como o arroz (SESSITSCH et al., 

2012; SUN et al., 2008), a cana-de-açúcar (MAGNANI et al., 2013; ROUWS et al., 2014; 

YEOH et al., 2016), o sorgo (MAREQUE et al., 2014), o milho (CHELIUS; TRIPLETT, 

2001) e a soja (KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2004) foram descritas como capazes de abrigar 

uma rica comunidade bacteriana endófita. Estudos iniciais demonstram o papel desses 

microrganismos como controladores de patógenos bacterianos(DUIJFF; GIANINAZZI-

PEARSON; LEMANCEAU, 1997; KRISHNAMURTHY; GNANAMANICKAM, 1997; 

STURZ; MATHESON, 1996), pragas de insetos (AZEVEDO et al., 2000) e pragas de 

nematóides (HALLMANN et al., 1998). Em outros casos, os microrganismos endofíticos 

demonstraram a capacidade de melhorar as respostas das plantas às condições de estresse 

(CHANWAY, 1997) e estimular o crescimento das plantas (DOBEREINER, 1997; 

HARDOIM; VAN OVERBEEK; ELSAS, 2008). Além dessas funções importantes que 

ajudam a aumentar o rendimento agrícola (BERG et al., 2013; SZILAGYI-ZECCHIN et al., 

2014), as bactérias endofíticas também demonstraram potencial para sintetizar compostos que 

podem ser usados no tratamento de doenças humanas e animais (GLICK, 2012; RYAN et al., 

2008).  

Metodologias de enriquecimento da microbiota endofítica dos tecidos das plantas, 

como em arroz (SESSITSCH et al., 2012) e outras espécies de plantas (JIAO et al., 2006; 

WANG et al., 2008; IKEDA et al., 2009) foram descritas anteriormente, mas nenhuma 

relacionada a cana-de-açúcar. Superar esse gargalo é um desafio devido ao fato de que esta 

planta possui um alto conteúdo de polissacarídeos, compostos fenólicos, nucleases e fibras em 

seus colmos (VIRUPAKSHI; NAIK, 2007), o que dificulta, por exemplo, a obtenção de uma 

amostra de DNA de qualidade. Uma possível solução poderia ser a adaptação de abordagens 

utilizadas em outras espécies de plantas ( JIAO et al., 2006; IKEDA et al., 2009; WANG et 

al., 2008; SESSITSCH et al., 2012) para enriquecer células bacterianas endofíticas de tecidos 

de cana-de-açúcar, permitindo posterior caracterização desta microbiota. Alternativamente, 

uma abordagem utilizada anteriormente para enriquecer organelas de cana-de-açúcar 

(mitocôndrias e cloroplastos) (VIRUPAKSHI; NAIK, 2007) também poderia ser adaptada 

para enriquecer as células bacterianas endofíticas.  

Nesse trabalho é descrita uma abordagem de enriquecer a microbiota bacteriana 

endofítica de base de colmo de cana-de-açúcar, tomando com base método usado 

anteriormente para enriquecer organelas de cana-de-açúcar. Antes foram testadas outras 

abordagens para células bacterianas endofíticas de outras plantas, mas não funcionavam com 

cana-de-açúcar. A eficiência da abordagem adaptada foi mostrada através de análises de perfil 

de colônias, microscópicas e moleculares, incluindo uma análise da comunidade bacteriana 

utilizando o sequenciamento do tipo Illumina MiSeq de genes 16S rRNA, resultando em um 

perfil taxonomico de células bacterianas diverso com baixo conteúdo de DNA da planta. 
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3.4 MATERIAL E MÉTODOS 

3.4.1 Material de estudo 

Foram utilizadas amostras de base de colmo de cana-de-açúcar das variedades 

RB867515 (responsiva à inoculação em termos de produtividade) (REIS et al., 2009), 

plantadas no campo experimental da Embrapa Agrobiologia (Seropédica – RJ) (Tabela 1). O 

solo deste campo experimental é classificado como Acrisol ou tipo Hapludult, não havendo 

nenhum cultivo a mais de 5 anos antes do plantio deste experimento. O mesmofoi submetido 

a uma fertilização inicial com 80 kg de P ha
-1 

e 60 kg de K ha
-1

 e correção de pH com 1,5 Mg 

de calcário ha
-1

. As plantas não receberam nenhum tratamento com pesticidas. 

 

Tabela 1: Descrição das amostras de DNA metagenômico de bactérias endofíticas obtidas 

neste trabalho 

Amostras 
Localidade do experimento 

(Latitude/Longitude) 

Data do plantio Data da coleta 

A1 22°44’50.3’’S/43°40’15.7’’W Setembro 2013 Novembro 2013 

A2 22°44’50.3’’S/43°40’15.7’’W Setembro 2013 Abril 2014 

A3 22°45’11.2’’S/43°39’50.2’’W Outubro 2013 Maio 2014 

3.4.2 Coleta e preparo das amostras biológicas 

Foi utilizado 1 kg de base de colmo de plantas de cana-de-açúcar por extração de dois 

diferentes locais e durante duas diferentes épocas do ano. As amostras foram deixadas no 

escuro a 4 °C por 72 h para reduzir o conteúdo de polissacarídeo.  

 

a) Desinfestação superficial 
 

Os colmos foram lavados, descascados e desinfestados superficialmente por imersão 

em etanol 95% seguida de flambagem, por três vezes, devolvendo as amostras para um 

recipiente estéril em banho de gelo. 

A eficiência de desinfestação deste material foi avaliada rolando um pedaço de colmo 

desinfestado em uma placa de petri com meio DYGS (RODRIGUES NETO; MALAVOLTA 

JR; VICTOR, 1986) suplementado com 2,5% de caldo de cana-de-açúcar esterilizado por 

filtração, e incubando esta placa por uma semana a 30 °C. 

 

b) Homogeneização do tecido 
 

 Os colmos foram cortados em pedaços de aproximadamente 1 cm
3
 e homogeneizados 

em liquidificador (~22.000 rpm) em tampão TEBCP [50 mM de TRIS-HCl, pH 7,8, 25 mM 

de EDTA-Na2, 0,2 % de BSA (P/V), 0,13%, hidrocloreto de cisteína, 1% de PVP (P/V)] 

(BAKKEN, 1985; SESSITSCH et al., 2012; TRIBOUSH; DANILENKO; DAVYDENKO, 

1998; VIRUPAKSHI; NAIK, 2007). Em seguida o homogenato foi filtrado utilizando uma 

peneira de nylon para um recipiente estéril acondicionado no gelo e, em seguida, foi 

transferido para tubos de centrífuga, mantendo-os sempre a 0 °C (WANG et al., 2008). Foi 

realizada uma centrifugação a 1.000 x g por 20 min a 0 °C, coletando o sobrenadante para um 

novo recipiente estéril (BAKKEN, 1985; WANG et al., 2008). 
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3.4.3 Preparo e aplicação da bactéria repórter 

Durante a elaboração do procedimento de enriquecimento (não envolvendo as 

amostras utilizadas no estudo), uma bactéria repórter expressando a proteína verde 

fluorescente (GFP) foi adicionada ~10
7 

células mL
-1

 à metade do volume do homogenato na 

etapa de homogeneização do tecido, para o monitoramento do enriquecimento por meio da 

fluorescência. Esta bactéria foi previamente cultivada em 250 mL de meio LB (BERTANI, 

1951) suplementado com 100 µg mL
-1

 de ampicilina e 50 µg mL
-1

 de canamicina à 37 °C 

durante a noite, centrifugado a 1000 x g por 10 min a 4 °C e resuspenso em 10 mL de 

TEBCP. 

3.4.4 Enriquecimento celular das bactérias endofíticas 

O enriquecimento das células bacterianas ocorreu através de etapas de filtragem, 

centrifugação e tratamento com nucleases, adaptados de procedimentos previamente 

utilizados para outras espécies vegetais (JIAO et al., 2006; IKEDA et al., 2009; SESSITSCH 

et al., 2012). 

 

a) Filtragens 
 

O homogenato foi sequencialmente filtrado (SESSITSCH et al., 2012) em 8, 5 e 3 μm 

de porosidade, em seguida, uma nova centrifugação foi feita a 18.000 x g por 20 min a 0 °C, 

com a finalidade de sedimentar as bactérias e organelas vegetais (BAKKEN, 1985). 

 

b) Eliminação das organelas por lise 
 

O sedimento formado foi lavado três vezes com o tampão TECP [100 mM de TRIS-

HCl, pH 7,8, 50 mM de EDTA-Na2, 0,13 % de hidrocloreto de cisteína, 1 % de PVP (P/V)] 

(TRIBOUSH; DANILENKO; DAVYDENKO, 1998; VIRUPAKSHI; NAIK, 2007), 

centrifugando a suspensão a 18.000 x g por 10 min a 0 °C, descartando o sobrenadante ao 

término. Uma nova lavagem do sedimento foi realizada, desta vez utilizando água deionizada 

estéril (gelada) de modo à lisar as organelas presentes no homogenato (CAPLAN; 

GREENAWALT, 1966). Seguindo as mesmas condições das lavagens supracitadas, o 

sobrenadante foi lavado até o aparente desaparecimento do sedimento correspondente aos 

cloroplastos (cor verde). Ao término, o sedimento foi novamente ressuspendido em Água 

Deionizada Estéril gelada. 

 

c) Redução do DNA vegetal 
 

Foram adicionados à suspensão: 1x do tampão de reação das DNases, 1 mg mL
-1

 

estreptomicina e 50 µg mL
-1 

cicloheximida. Subsequentemente, acrescentou-se a 200 µg mL
-1

 

de RNase A, 200 U RNase-Free DNase I (Epicentre) e 200 U Baseline-ZERO
TM

 DNase 

(Epicentre), incubando a 37 °C durante 1 h ou à noite (~ 12 h) (SESSITSCH et al., 2012; 

TRIBOUSH; DANILENKO; DAVYDENKO, 1998). Depois da incubação, a atividade das 

DNases foi inibida através de lavagens realizadas com o tampão TEDF (50 mM de TRIS-HCl, 

pH 8,0, 50 mM de EDTA-Na2, 2 % de DEPC, 50 mM de NaF) (TRIBOUSH; DANILENKO; 

DAVYDENKO, 1998; VIRUPAKSHI; NAIK, 2007) em dois ciclos de centrifugação a 

18.000 x g por 10 min a 0 °C, descartando os sobrenadantes e adicionando o tampão. Ao 

término, o sedimento foi ressuspendido em tampão TE e, então, se transferiu o conteúdo para 

um microtubo. 
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3.4.5 Análises microscópicas 

O extrato enriquecido foi submetido ao teste de Gram (BARTHOLOMEW; 

MITTWER, 1952) e analisado por microscopia de contraste de fase com o microscópico 

Axioplan (Carl Zeiss). Alíquotas contendo a bactéria repórter foram coletadas após os passos 

do processo de enriquecimento descrido acima para a contagem de células. As células foram 

micrografadas usando o microscópico confocal LSM700 com a objetiva de imersão em agua 

40x/0,6. As imagens foram processadas utilizando o software Zen 2.1 (black) (Carl Zeiss). O 

GFP foi excitado utilizando o laser de 488 nm com emissão entre 493 e 1000 nm. A imagem 

de luz transmitida também foi coletada por contraste de fase, para permitir a imagem dos 

quadrantes da câmara de Neubauer, e sobreposição com a imagem de fluorescência do GFP. 

3.4.6 Extração e avaliação do DNA bacteriano 

A extração seguiu de DNA foi realizada segundo o protocolo descrito por Virupakshi e 

Naik (2007). À da suspensão de células das bactérias endofíticas, foi adicionado SDS 10%, 10 

mg ml
-1

 de proteinase K e 10 mg ml
-1

 de RNase A; homogeneizando bem e incubando o 

sistema de digestão por uma hora ou durante a noite a 37 °C. 

A primeira etapa da extração iniciou-se com a adição de 1 volume de fenol equilibrado 

ao sistema, centrifugando por 5 min a 4 °C na velocidade máxima. O sobrenadante foi 

coletado para um novo tubo, onde foi adicionado 0,1 volume de acetato de sódio 5 M e foi 

então realizada uma nova extração com 1 volume de clorofórmio : álcool isoamílico 24:1 

(v/v), centrifugando novamente por 5 min a 4 °C em velocidade máxima. Coletou-se 

novamente o sobrenadante para um novo tubo. O DNA foi precipitado pela adição de 2 

volumes de etanol anidro gelado e incubação a 0 °C por 1 h ou mais. Ao final da precipitação, 

centrifugou-se por 30 min a 0 °C em velocidade máxima (~16.000 x g), desprezando o 

sobrenadante e lavando-se o sedimento com etanol 70 %, centrifugando novamente por 5 min 

na velocidade máxima a 0 °C. O sobrenadante foi descartado no término e o sedimento 

formado foi seco. Após estar bem seco, o sedimento foi redissolvido em tampão TE (10 mM 

de Tris−HCl, 1 mM de EDTA-Na2), transferindo então a solução para um novo microtubo 

para dar prosseguimento com uma nova lise e extração. 

A segunda etapa de extração teve seu início com a adição novamente de SDS 10 %, 10 

mg ml
-1

 de proteinase K, 10 mg ml
-1

 de RNase A; homogeneizando e incubando a 37 °C por 

uma hora. Em seguida adicionou-se NaCl 5 M e solução CTAB/NaCl previamente aquecida à 

65 °C e foi incubado sob mesma temperatura (65 °C) por 15 min, agitando o microtubo a cada 

3 min. Prosseguindo, 1 volume de clorofórmio:álcool isoamílico 24:1 (v/v) foi adicionado e 

centrifugado por 5 min em velocidade máxima a 4 °C. O sobrenadante foi então coletado para 

um novo tudo e 1 volume de fenol:clorofórmio:álcool isoamílico 25:24:1 (v/v/v) foi 

adicionado e centrifugando nas mesmas condições. O novo sobrenadante formado foi 

coletado para um novo tubo para assim receber a adição de 0,6 volumes de isopropanol 

gelado. Incubou-se a mistura por um tempo maior que 25 min em banho de gelo e em seguida 

foi centrifugado por 20 min a 4 °C em velocidade máxima, descartando o sobrenadante. O 

sedimento de DNA resultante foi então lavado com etanol 70 % e centrifugando-o em 

velocidade máxima a 0 °C. Por fim, secou-se o sedimento seguido de ressuspensão em 

tampão TE. 

3.4.7 Quantificação do DNA total por espectrofluorimetria e análise por eletroforese 

em gel de agarose não-desnaturante 

No fim de cada procedimento de extração, a quantidade e a qualidade do DNA total 

foram avaliados utilizando a metodologia de espectrofotometria (NanoDrop™ - Thermo 
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Scientific™) e espectrofluorimentria no equipamento Qubit® 2.0 (Invitrogen™) utilizando 

Qubit® dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen). 

Em seguida, as amostras foram eletroforeticamente separadas em gel de agarose não-

desnaturante a 0,8 % (P/V) sendo este, ao término, corado com solução de brometo de etídio a 

10 mg mL
-1

 e em seguida visualizado a transluminação UV utilizando o fotodocumentador 

Kodak Gel Logic 100 Imaging System. 

3.4.8 Avaliação do enriquecimento celular bacteriano endofítico 

a) Análise por restrição do DNA ribossomal amplificado (ARDRA) 
 

O processo de enriquecimento das células bacterianas a partir da base do colmo da 

cana foi avaliado através da técnica de análise de restrição de DNA ribossômico (rDNA) 

amplificado (“ARDRA”) essencialmente como descrito por SCHWAB et al. (2014). Esta 

análise consiste em amplificar o gene 16S rDNA bacteriano (controles positivos) e do DNA 

total de tecidos de base de colmo de cana-de-açúcar, e baseando-se nas sequências de DNA 

disponíveis em base de dados pública (NCBI) para o 16S rDNA de cloroplasto de cana-de-

açúcar, de mitocôndria de espécies vegetais filogeneticamente próximas, e de bactérias. Uma 

enzima de restrição apropriada foi escolhida e testada quanto à sua capacidade de distinguir 

entre DNA bacteriano e de cana-de-açúcar.  

Sendo assim, os iniciadores complementares referentes à região 16S rDNA utilizados 

neste trabalho foram o 27F (5’-GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) (LANE, 1991) e Amp2 

(5’-AAGGAGGTGATCCARCCGCA-3’) (WANG; QI; CUTLER, 1993). As sequências de 

DNA dos iniciadores foram comparadas com as sequências de DNA das espécies vegetais 

através do programa BLASTn (ALTSCHUL et al., 1997). As análises de restrição in silico 

foram realizadas utilizando o programa BioEdit (HALL, 1999). 

As estirpes bacterianas utilizadas neste trabalho como controle foram a estirpe Ppe8 de 

Burkholderia tropica, DH10B de Escherichia coli, PAL5 de Gluconacetobacter 

diazotrophicus, HRC54 de Herbaspirillum seropedicae, Bacillus spp., e Nocardioides spp. O 

DNA das estirpes bacterianas foi isolado pelo método do CTAB (DOYLE; DOYLE, 1987). 

O 16S rDNA de bactéria ou de cana-de-açúcar (principalmente de cloroplastos, mas 

também de bactérias associadas) foi amplificado por PCR utilizando kit de Taq-DNA 

polimerase da Invitrogen com reações de 20 µL compostas por 1x do tampão PCR Buffer 

(Invitrogen), 1,5 mM da solução de MgCl2, 50 µM de cada dNTP, 0,25 µM de cada iniciador, 

0,5 U da enzima Taq DNA Polimerase (Invitrogen) e ~10 ng de DNA molde. O ciclo de 

amplificação desta PCR foi composto por uma desnaturação inicial à 94 °C por 5 min, 

seguido de 30 ciclos de 94 °C por 1 min, 60 °C por 45 seg e 72 °C por 2 min, e por fim, uma 

etapa de 72 °C por 8 min. Após visualização por eletroforese em gel de agarose, o DNA dos 

sistemas de PCR foi precipitado pela adição de 2 volumes de etanol. Em seguida, os 

amplificados foram redissolvidos no sistema de digestão da enzima NsiI. A reação de digestão 

foi procedida conforme descrito pelo fabricante (New England Biolabs - NEB). Em seguida 

os produtos da digestão foram eletroforeticamente separados em gel de agarose não-

desnaturante a 1 % (p/v) sendo este ao término corado com solução de brometo de etídio a 10 

mg ml
-1

 e em seguida visualizado a transliminação UV utilizando o fotodocumentador Kodak 

Gel Logic 100 Imaging System. 
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b) PCR de 16S rRNA para diferenciar bactérias de mitocôndrias 
 

A reação de amplificação pelos iniciadores 799F (5’-

AACMGGATTAGATACCCKG-3’) (CHELIUS; TRIPLETT, 2001) e 1492R (5’-

TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3’) (LANE, 1991), geram fragmentos de tamanhos 

diferentes entre bactérias e gramínea (arroz) (SUN et al., 2008), ao contrário dos iniciadores 

27F e Amp2 (utilizados na ARDRA).  Outro fato é que tais iniciadores conseguem anelar-se 

ao DNA genômico de mitocôndrias, mas não de cloroplastos. Sendo assim, com estes 

iniciadores, é possível avaliar o enriquecimento e extração do DNA de bactérias endofíticas 

de cana-de-açúcar similarmente à técnica de ARDRA. Neste caso, são gerados fragmentos de 

amplificados de 16S rRNA de mitocôndrias da cana-de-açúcar (com aproximadamente 1000 

pb) e de bactérias (com cerca de 700 pb). Desta forma, esta PCR auxilia na avaliação do 

enriquecimento e extração do DNA bacteriano endofítico da cana, podendo ser complementar 

ao ARDRA, conforme demonstrado para arroz por SUN et al., (2008). 

Foram utilizadas amostras controles de bactérias (estirpe Ppe8 de Burkholderia 

tropica, DH10B de Escherichia coli, PAL5 de Gluconacetobacter diazotrophicus, HRC54 de 

Herbaspirillum seropedicae, Bacillus spp., e Nocardioides spp) e uma amostra de DNA total 

de folha e colmo, extraído conforme Virupakshi & Naik (2007), para verificar o perfil de 

fragmentos de 16S rRNA de bactérias e de mitocôndrias. 

A PCR foi realizada utilizando o kit Platinum Pfx DNA polimerase (Invitrogen), em 

um sistema de 20 μL contendo aproximadamente 5 ng de DNA, 1x de tampão de reação, 200 

μM dNTPs, 20 pmol de cada iniciador e 1,5 U de polimerase. Depois da desnaturação inicial 

de 5 min a 94 °C houve 30 ciclos de: desnaturação a 94 °C por 1 min, anelamento a 52 °C por 

45 seg e extensão a 68 °C por 1 min. A extensão final foi realizada por 8 min a 72 °C. Os 

produtos da PCR foram eletroforeticamente separados em gel de agarose a 1 % (P/V) sendo 

este, ao término, corado com solução de brometo de etídio a 10 mg ml
-1

 e em seguida foi 

visualizado a transliminação UV utilizando o fotodocumentador Kodak Gel Logic 100 

Imaging System. 

 

c) Construção de biblioteca de genes 16S rRNA de mitocôndria e sequenciamento  
 

Após ter confirmação do enriquecimento satisfatório da microbiota endofítica em 

relação ao material vegetal (banda de DNA bacteriano predominante em relação ao DNA 

vegetal, revelado pelas análises de ARDRA e/ou PCR), a banda relacionada a amplicon de 

mitocôndria de cana-de-açúcar foi sequenciada. Para tal, o DNA amplificado por PCR dos 

genes 16S rRNA, com os iniciadores 799F e 1492R foram eletrotroforeticamente separados e 

as bandas relacionadas aos amplificons de mitocôndria foram cortadas e purificadas utilizando 

o kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega). Subsequentemente, os produtos 

da PCR purificados foram clonados em vetores pGEM-Teasy (Promega), conforme o 

fabricante. Por fim células de Escherichia coli DH5alfa quimiocompetentes (NEB) foram 

transformadas com os vetores gerados acima, por meio do protocolo proposto pela fabricante.  

Após a transformação, as células foram recuperadas em meio LB líquido, e cultivadas 

por aproximadamente 12 h a 37 °C em meio LB (BERTANI, 1951) sólido, suplementado com 

100 μg mL
-1

 de ampicilina, 0,5 mM de IPTG e 40 μg mL
-1

 de X-gal. Cerca de 3 clones foram 

selecionados e seu DNA plasmidial foi sequenciado pelo método de Sanger. As sequencias 

foram avaliadas quanto a sua similaridade com sequencias de 16s rRNA de mitocôndrias de 

outras gramíneas utilizando o BLASTn (ALTSCHUL et al., 1997) tendo com o banco “nr” do 

NCBI como referência. 
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3.4.9 Sequenciamento, em larga escala, dos genes 16S rRNA e análise de diversidade e 

riqueza da microbiota endofítica 

As amostras de DNA de bactérias endofíticas de base de colmo de cana-de-açúcar, 

enriquecidas conforme o protocolo descrito acima, foram enviadas ao grupo parceiro da 

UFPR e submetidas ao sequenciamento em larga escala dos genes 16s rRNA. Para isto foram 

amplificadas por meio da PCR utilizando iniciadores 515f (5′-

GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3′) e 806r (5′-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3′) e 

adaptadores descritos/construídos por CAPORASO et al., 2011, na qual flanqueiam regiões 

de hiper-variabilidade – v4 dos genes de 16S rRNA, utilizando 1× KlenTaq DV Ready Mix 

(Sigma-Aldrich), 5 pmol de cada iniciador, e 10 ng de amostra em reações de 10 μL, sendo 

estes amplificados em um ciclo com uma desnaturação inicial a 96 °C por 2 min, e 25 ciclos a 

96 °C por 30 seg, 50 °C por 30 seg, e 68 °C por 60 s. Em seguida os produtos de PCR foram 

sequenciados na plataforma Illumina MiSeq em pair-ends. Os dados do sequenciamento 

foram analisados utilizando o software MOTHUR v.1.35.1 (SCHLOSS et al., 2009), onde 

foram montados contigs a partir dos reads forward e reverse (pair-ends) e as sequencias 

contíguas foram alinhadas utilizando o banco de dados SILVA SEED v119 (disponível em 

https://www.mothur.org) como arquivo de referência. Sequencias ambíguas, quiméricas e 

maiores que 275 pb foram removidas e as amostras foram normalizadas reduzindo o número 

das diferentes sequencias em proporção ao número de reads da menor amostra. Apenas as 

sequencias de alta qualidade e normalizadas foram utilizadas para a classificação taxonômica, 

construção das matrizes de distância; clusterização das sequencias em Unidades Taxonômicas 

Operacionais (OTU – Operational Taxonomic Units), ou seja, agrupamento de sequencias 

semelhantes; construção dos gráficos de rarefação e os cálculos dos índices de diversidade 

(SHANNON, 1949; SIMPSON, 1949) e riqueza (CHAO; BUNGE, 2002). As sequencias 

representativas de cada OTU foram submetidas a duas classificações para a confirmação da 

classificação espécies/gêneros, baseadas em comparação com o banco de dados SILVA SEED 

e não redundante (nr) do NCBI (acesso em 18-02-2016). Foi avaliado também, de acordo com 

dados da literatura, a importância agrobiotecnológica dos gêneros/espécies (OTUs) detectadas 

neste trabalho. 

3.4.10 Compilação de dados para definir o grupo de gêneros bacterianos endofíticos 

mais citados em tecidos de cana-de-açúcar 

Uma busca na literatura por dados de gêneros de bactérias endofíticas 

isolados/detectados, a partir de tecidos de cana-de-açúcar superficialmente-desinfestados e 

caracterizados através do sequenciamento do gene 16S rRNA, de trabalhos dos últimos anos 

(MENDES et al., 2007; LUVIZOTTO et al., 2010; MEHNAZ; BAIG; LAZAROVITS, 2010; 

TAULÉ et al., 2012; DE SANTI FERRARA et al., 2012; BENEDUZI et al., 2013; 

MAGNANI et al., 2013; ROUWS et al., 2014; MUANGTHONG; YOUPENSUK; 

RERKASEM, 2015; ARMANHI et al., 2016; DE SOUZA et al., 2016) foi realizado para 

serem compilados juntamente com os dados deste presente trabalho, com a finalidade de 

estabelecer um grupo de gêneros/espécies mais presentes nos tecidos de cana-de-açúcar. O 

critério utilizado para definir este grupo consistiu em selecionar os gêneros com frequência ≥ 

3 dos dados compilados. 
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3.5 RESULTADOS 

3.5.1 Obtenção do DNA metagenômico enriquecido de bactérias endofíticas de tecidos 

de colmo de cana-de-açúcar 

 Um protocolo de enriquecimento para células bacterianas endofíticas foi estabelecido 

(DOS-SANTOS et al., 2017) baseado em trabalhos já publicados, no qual consiste em etapas 

de centrifugações, filtragens, lavagens com água ultrapura estéril e tratamento com nucleases 

(JIAO et al., 2006; WANG et al., 2008; IKEDA et al., 2009; SESSITSCH et al., 2012). 

 O procedimento de desinfestação superficial adotado neste presente trabalho foi 

eficiente em eliminar os microrganismos dos colmos descascados, visto que após o período de 

incubação (uma semana) da placa de petri contendo o meio DYGS suplementado com 2,5% 

de caldo de cana-de-açúcar tocado com um colmo desinfestado, não apresentou crescimento 

microbiano (formação de colônias) (Figura 1). 

 

 
Figura 1: Teste de verificação da desinfestação superficial. 

 

 A presença da bactéria repórter durante o enriquecimento foi quantificada através da 

contagem das células fluorescentes no material enriquecido, que mostrou um decréscimo não 

significante do número de células (redução de ~100x, patindo de 10
10

 células iniciais para 10
8 

no final) (Figura 2) e uma grande redução (~10.000x) da biomassa (1 kg de colmo para um 

pellet de ~100 mg). 

Também com a finalidade de confirmar o enriquecimento das bactérias endofíticas 

juntamente das bactérias repórter, o material enriquecido foi inoculado em meio rico para a 

verificação da viabilidade das bactérias. Após a incubação pode ser observado uma variedade 

de unidades formadoras de colônias (UFCs) (Figura 3). Análises microscópicas da amostra 

enriquecida, também confirmou o enriquecimento através da detecção de estruturas similares 

a de células bacterianas (Figura 4), indicando que o enriquecimento foi eficiente e preservou 

as bactérias. 
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Figura 2: Número total de células de bactéria repórter durante os passos de enriquecimento. 

Etapas: ‘i’ homogeneização do tecido; ‘ii’ centrifugação a 1.000 x g; ‘iii’ filtragens; 

‘iv’ lise das organelas/lavagens; ‘v’ remoção do DNA vegental/tratamento com 

nucleases. 

  

 
Figura 3: Colônias obtidas com a semeadura do material enriquecido. ‘a’ Não diluída; ‘b’, 

‘c’, ‘d’ diluições 10
-1

, 10
-2

 e 10
-3

. ‘a’ e ‘b’ são sem bactéria repórter, ‘c’ e ‘d’ com 

bactéria repórter. 

  

 
Figura 4: Micrografias do material enriquecido. ‘a’ e ‘b’ teste de Gram. ‘c’ e ‘d’ microscopia 

de contraste de fase. ‘a’ e ‘b’ representam a amostra enriquecida sem a bactéria 

repórter e ‘c’ e ‘d’ contém a presença da bactéria repórter. As setas indicam 

estruturas bacterianas. Barras de escalas: 10 µm. 
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Estes resultados indicaram que o procedimento de enriquecimento bacteriano 

endofítico foi eficiente em preservar as células bacterianas, permitindo se obter bactérias 

viáveis, com diversidade e com uma pequena perda de células. Após estas confirmações, o 

enriquecimento das três amostras de cana-de-açúcar (utilizando 1 kg de base de colmo) 

utilizadas nas demais análises deste trabalho foi realizado por completo, sem utilizar a 

bactéria repórter. 

Em relação ao método de extração de DNA tem sido utilizado o proposto por 

Virupakshi & Naik (2007). O DNA metagenômico, das três amostras descritas neste trabalho, 

foi avaliado por fluorimetria e espectrometria, obtendo uma média de ~10 ng de DNA dupla 

fita de bactérias endofíticas (Tabela 2), e demonstrou ser de qualidade suficiente para 

amplificação por PCR. 

 

Tabela 2: Análise quantitativa por espectrofotometria e fluorimetria das amostras de DNA 

metagenômico 

Amostras 
Razões de absorbância  Massa total de DNA (ng) 

260/230 260/280 Nanodrop Qubit 

A1 1,81 0,90 494 5.66 

A2 1,55 1,30 290 5.44 

A3 1,88 1,38 1.280 14.16 

 

3.5.2 Perfil de ARDRA do DNA metagenômico endofítico 

 Wang e colaboradores em 2008 em seu estudo demonstraram que uma enzima 

adequada poderia seletivamente clivar o produto de PCR do 16S rDNA de cloroplasto vegetal 

em um sítio único gerando dois fragmentos apenas, enquanto que em 16S rDNA bacteriano 

não ocorreria a clivagem. O resultado desta digestão é facilmente identificável em uma 

simples análise por eletroforese. Subsequentemente, aprimorando a metodologia para o estudo 

metagenômico de bactérias endofíticas de cana-de-açúcar, Schwab e colaboradores (2014) 

realizaram algumas análises in silico e selecionaram uma enzima de restrição que cliva 

somente uma vez esta região em cloroplasto de cana-de-açúcar. Neste caso a enzima 

selecionada foi a NsiI, a mais adequada.  

 A análise por ARDRA foi realizada utilizando controles bacterianos, uma amostra de 

DNA total de folha e de colmo (não enriquecido), seguido das amostras de DNA 

metagenômico enriquecido (deste presente trabalho). O resultado pode ser visto na Figura 5a, 

na qual foi possível observar que para as amostras enriquecidas, os fragmentos relacionados 

ao DNA de cloroplastos têm sua intensidade em gel de agarose reduzida, sugerindo assim a 

diminuição das fitas moldes deste DNA e consequentemente a baixa amplificação deste DNA 

por PCR. Sendo assim, pode-se concluir que o método adotado para enriquecer o DNA 

bacteriano em relação ao DNA vegetal é válido para o contexto deste presente trabalho.  

3.5.3 Perfil de PCR do DNA metagenômico endofítico  

 Amplificações do DNA de bactérias e de mitocôndria foram feitas em uma mesma 

PCR a fim de avaliar o enriquecimento das células alvo deste trabalho (bactérias endofíticas). 

A PCR com os iniciadores 799F e 1492R foi realizada como forma complementar a análise de 

ARDRA, pois conforme descrito na metodologia, nas análises in silico os iniciadores 

utilizados na ARDRA não se anelaram a sequências genômicas de mitocôndrias, o que geraria 

dúvidas quanto à avaliação da efetividade do enriquecimento. Segundo Sun e sua equipe 

(2007), os iniciadores 799F e 1492R se anelam ao rRNA de mitocôndria de plantas de arroz 

além de sequencias de bactérias. A planta de arroz (Oryza sativa), segundo o NCBI, também é 
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uma planta dentro da família poaceae a qual pertence a cana-de-açúcar. O resultado neste 

caso são dois fragmentos de diferentes tamanhos, um relacionado ao gene 16S de mitocôndria 

e o outro o de bactérias. 

Uma PCR utilizando esses iniciadores foi realizada, e seu resultado representado na 

Figura 5b. Conforme pode observar, amplificados de mitocôndrias e bactérias resultam em 

fragmentos de tamanhos diferentes. Podendo assim, avaliar o enriquecimento do DNA 

bacteriano endofítico de cana-de-açúcar, juntamente com ARDRA. 

 

 
Figura 5: Perfis moleculares do material enriquecido. ‘a’ Perfil de ARDRA após a 

amplificação com os iniciadores 27f e Amp2 e digestão com NsiI. ‘b’ Perfil de 

amplificação do gene 16S rRNA utilizando os iniciadores 799f e 1492r. Setas 

pontilhadas indica o perfil de bactérias e as tracejadas indicam o perfil de planta 

(mitocôndria e cloroplasto). 1, 2 e 3 correspondem ao DNA metagenômico de 

bactérias endofíticas enriquecidos da base de colmo de cana-de-açúcar (sem a 

bactéria repórter). 4 e 5 DNA total de cana-de-açúcar de amostras de folhas e colmo, 

utilizando o protocolo original de Virupakshi e Naik et al., 2007. 6-12 controles 

bacterianos (estirpe Ppe8 de Burkholderia tropica, DH10B de Escherichia coli, 

PAL5 de Gluconacetobacter diazotrophicus, HRC54 de Herbaspirillum seropedicae, 

Bacillus spp., e Nocardioides spp). E ‘C’ branco da PCR. M marcador 1 kb Plus 

(Invitrogen). 

3.5.4 Perfil das sequências da biblioteca de genes 16S rRNA 

 Em relação aos clones de amplicons de mitocôndria, ficou confirmada a eficácia dos 

iniciadores em selecionar diferencialmente tais sequencias descrita por Sun et al. (2007), pois 

após a análise de similaridade utilizando o programa BLASTn, observou-se forte semelhança 

a sequencias de mitocôndria de plantas da família Poaceae (gramíneas) contidas no banco de 

dados do NCBI, como Milho, Sorgo e Capim gigante (Tabela 3); entretanto, até o momento 

desta análise, não foi possível encontrar na base de dados sequência de mitocôndria para 

plantas de cana-de-açúcar. Sendo assim, a sequência parcial relativa ao 16s rRNA de 

mitocôndria de cana-de-açúcar foi depositada no banco de dados GenBank, sob o número de 

acesso KX752573. 
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Tabela 3: Similaridade das sequencias de 16S rRNA de mitocôndria ao banco de dados “nr” 

do NCBI. 

Mitocôndria 

16S rRNA 

Organismo Identidade Código Genbank 

Tripsacum dactyloides (Capim gigante) 99 % DQ984517.1 

Sorghum biocolor (Sorgo) 99 % DQ984518.1 

Zea mays (Milho) 97 % DQ490951.2 

 

Foram sequenciadas também pelo método Sanger, desta vez na empresa Macrogen 

(Coréia do Sul) os fragmentos relacionados a cloroplastos gerados pela digestão com a enzima 

NsiI na análise por ARDRA. Resultados das análises das sequencias dos fragmentos de 

cloroplastos por meio do BLASTn revelaram similaridade com sequências de cloroplasto de 

cana-de-açúcar e outras Poaceae depositadas no NCBI, demonstrando que a enzima adotada 

para essa avaliação do enriquecimento é válida em reconhecer DNA de cloroplasto e não 

clivar o DNA bacteriano, gerando assim distinção dos fragmentos em gel de agarose. 

3.5.5 Diversidade, riqueza e perfil taxonômico das amostras metagenômicas 

Aproximadamente 70.200 reads foram obtidos nos dados brutos do Illumina MiSeq. 

Os dados brutos foram depositados no banco de dados Sequence Read Archive (SRA) sob o 

número de acesso SRP082262. Após a etapa de filtragem por qualidade e montagem de 

contigs das sequencias, ~60.600 reads foram classificados como sendo de alta qualidade. 

Apenas 0,9 % dessas sequências foram classificadas como sendo quimeras. A etapa de 

normalização resultou em ~54.000 sequencias e 144 OTUs no total, ou seja, uma amostragem 

de ~18.000 sequencias para cada amostra. As curvas de rarefação não demonstraram 

diferenças significativas entre as amostras (Figura 6). Os índices de riqueza e diversidade 

(Tabela 4) também não apresentaram diferenças significativas (p>0,03) entre as amostras e, 

ainda, revelaram uma microbiota diversa e rica, indicando que o procedimento de 

enriquecimento bacteriano descrito neste trabalho manteve a diversidade esperada de 

bactérias endofíticas. 

 

Tabela 4: Índices estimados de riqueza e diversidade para cada amostra metagenômica 

Amostras 
OTUs 

Observadas 

Índices de Riqueza e Diversidade* 

Chao1 Simpson Shannon 

A1 79 98,5 (86,09; 132,45) 0,61 (0,60; 0.61) 1,0 (0,98; 1,03) 

A2 68 85,0 (73,34; 122.16) 0,48 (0,47; 0.48) 1,3 (1,27; 1,32) 

A3 76 97,0 (83,29; 136,45) 0,25 (0,25; 0.26) 1,9 (1,93; 1,97) 

*Os valores dos limites do intervalo de confiança de 97 % estão representados entre 

parênteses 
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Figura 6: Curva de rarefação das amostras normalizadas calculada com 3 % de 

dissimilaridade. CI = Intervalo de confiança. 

A classificação taxonômica das OTUs presentes em todas as amostras revelou baixo 

número detectável de sequencias relacionadas a plastídios (cianobactéria/cloroplasto) e 

mitocôndria (Rickettsiales/mitocôndria), quando comparadas ao número total de sequencias 

relacionadas a bactérias (Tabela 5).  

 

Tabela 5: Porcentagem de sequencias após a normalização. 

Classificação Média (%) 
Número de sequencias detectadas por amostra 

A1 A2 A3 

Rickettsiales/mitocôndria 0,07 0,03 0,00 0,19 

Cianobactéria/cloroplasto 0,03 0,02 0,02 0,07 

Bactéria 99,89 99,95 99,98 99,75 

 

 A classificação taxonômica das OTUs relacionadas a bactérias, demonstrou que os 

grupos mais dominantes, ou seja, com maior número de sequencias/OTUs, em todas as 

amostras foram das Proteobactérias (~54% das OTUs detectadas), seguida por Firmicutes 

(~16%), Bacteroidetes (~9%) e Actinobacterias (~8%); foram detectadas também OTUs não 

classificadas (~6%) (Figura 7). 
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Figura 7: Diversidade de filos dos OTUs detectados nas amostras A1, A2 e A3. ‘a’ 

Proteobacteria. ‘b’ Subdivisões de Proteobacteria. ‘c’ Outros Filos. 

 

A Classificação taxonômica das OTUs revelou um a grande diversidade de gêneros 

(Anexo A) já relatados em outros trabalhos com tecidos de cana-de-açúcar (Anexo B) e ainda 

gêneros não-relatados e/ou ainda não cultiváveis (segundo o NCBI). Comparações com dados 

da literatura indicaram que as OTUs detectadas neste presente trabalho possuem 
caracterítsicas de interesse agrobiotecnologico, principalmente relacionados a promoção de 

crescimento vegetal (Anexo A). E a compilação dos dados da literatura a respeito dos gêneros 

já detectados em amostras de cana-de-açúcar, resultou em um grupo de 22 gêneros. Cerca de 

16 % dos gêneros deste grupo foram detectados nas OTUs descritas neste presente trabalho 

(Anexo C). 

 



36 

 

3.6 DISCUSSÃO 

O estudo de bactérias endofíticas em cana-de-açúcar iniciou-se com o uso de técnicas 

baseadas em cultivo focando, principalmente, de bactérias diazotróficas (DÖBEREINER, 

1992; OLIVARES et al., 1996; URETA et al., 1995). Porém, verificou-se que ainda existe um 

grande número de bactérias que não são cultiváveis (revisado por REINHOLD-HUREK; 

HUREK, 2011). A introdução de técnicas independentes de cultivo que utilizam o gene 16S 

rRNA no estudo de microbiotas (como a eletroforese em gel desnaturante (DGGE), 

polimorfismo de comprimento de fragmento de restrição terminal (tRFLP), e bibliotecas de 

clones de 16S rRNA), possibilitaram um melhor panorama da microbiota em relação às 

técnicas baseadas em cultivo (AMANN; LUDWIG; SCHLEIFER, 1995). O surgimento de 

tecnologias de sequenciamento em larga escala, conhecidos como next-generation 

sequencing, tem permitido ampliar ainda mais o conhecimento sobre microbiotas, sem a 

necessidade de clonagem dos genes 16S rRNA (ZHANG et al., 2011). BULGARELLI e 

colaboradores em 2012, por exemplo, utilizaram esta abordagem com a planta modelo 

Arabidopsis thaliana para comparar a estrutura da microbiota presente no solo e no rizoplano. 

Entretanto, é sabido que a microbiota endofítica está em baixo número em relação a 

microbiota do solo e a quantidade de células vegetais (BULGARELLI et al., 2013). Este fato 

faz com que seja necessário uma etapa de enriquecimento destas bactérias no estudo da 

microbiota endofítica, evitando assim a excessiva presença de DNA vegetal (como o de 

mitocôndria, cloroplasto e nuclear) (WANG et al., 2008; SESSITSCH et al., 2012). Neste 

contexto, tem-se utilizado a técnica de PCR utilizando iniciadores que capazes de distinguir o 

DNA vegetal do bacteriano através de amplicons de tamanhos diferentes (SUN et al., 2008; 

CHELIUS; TRIPLETT, 2001), porém sabe-se que por si só esta técnica é seletiva, e os erros 

produzidos poderiam refletir no perfil microbiano (BECKER et al., 2000; SIPOS et al., 2007). 

Atualmente, tem sido introduzida no contexto do estudo de comunidades microbianas a 

Polimerase Phi29 DNA a fim de tentar solucionar o problema do baixo número de células, 

onde é possível amplificar todo o genoma (ou metagenoma) de uma determinada amostra 

(YOKOUCHI et al., 2006). Esta técnica poderia ser aplicada no estudo da microbiota 

endofítica, entretanto, questionamentos foram levantados a respeito do quanto esta 

amplificação interfere na estrutura da microbiota, presumindo-se que ainda há a necessidade 

de mais investigações sobre sua validação no estudo de metagenomas (YILMAZ; 

ALLGAIER; HUGENHOLTZ, 2010). Deste modo, acredita-se que a melhor forma de 

analisar uma microbiota é diminuir o máximo possível de DNA vegetal e o uso de técnicas 

que poderiam gerar mudanças na composição do DNA metagenômico.  

Tendo como base estas colocações, o presente trabalho buscou estabelecer uma 

metodologia de enriquecimento para as bactérias endofíticas dos tecidos de colmo de cana-de-

açúcar, preservando a viabilidade das bactérias para se obter DNA integro e presença reduzida 

de DNA vegetal; adaptando as etapas de enriquecimento previamente reportadas (JIAO et al., 

2006; WANG et al., 2008; IKEDA et al., 2009; SESSITSCH et al., 2012). Alguns métodos de 

processamento de colmo de cana-de-açúcar foram testados, como por exemplo a maceração 

com pistilo e gral (TRIBOUSH; DANILENKO; DAVYDENKO, 1998; VIRUPAKSHI; 

NAIK, 2007) e liquidificador (BAKKEN, 1985; WANG et al., 2008). A maceração exigiu 

muito mais tempo e labor, e interferiu na integridade das células bacteriana endofíticas. 

Métodos que utilizaram o liquidificador com água ou outros tampões para processar as 

amostras não preservaram a viabilidade bacteriana (TRIBOUSH; DANILENKO; 

DAVYDENKO, 1998; VIRUPAKSHI; NAIK, 2007; WANG et al., 2008). O melhor 

processamento foi utilizando o liquidificador com tampão adaptado do original MTEN de 
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Virupakshi e Naik (2007) sem os compostos osmoticamente ativos. As lavagens com água e 

suspensão hipotônica lisaram as células vegetais e as células bacterianas permaneceram 

intactas (CAPLAN; GREENAWALT, 1966). Foram observadas também muitas fibras 

menores na suspenção após a etapa do processamento dos tecidos. Sendo assim, a fim de 

eliminar da suspenção essas fibras e possíveis fungos, foram adicionadas as etapas de 

filtragens (SESSITSCH et al., 2012). Após as lavagens com água, possivelmente estavam em 

suspensão as células bacterianas, DNA vegetal e talvez de outros organismos associados, 

como fungos e insetos, por exemplo. Portanto, um tratamento enzimático tornou-se necessário 

para eliminar essas contaminações. Nesta etapa, foi observado que o tempo de reação 

enzimática de 1 h conforme descrito por Triboush et al. (1998) e Sessitsch et al. (2012) não 

foi suficiente em nossas amostras, então alterou-se este tempo para ~16 hs (ou durante a 

noite). Ao término da extração de DNA, o procedimento de enriquecimento demonstrou baixa 

presença de DNA vegetal nas amostras conforme os resultados de ARDRA e PCR, 

permitindo que fosse possível detectar um alto número de sequência de DNA bacteriano nas 

demais análises da microbiota. 

Os índices estimadores de riqueza e diversidade utilizados neste trabalho (Tabela 4) 

demosntraram que o procedimento não interferiu significativamente na composição da 

comunidade, visto que, o estimador Chao1, que basea-se na ideia que se uma comunidade está 

sendo amostrada e espécies raras ainda estão sendo descobertas, provavelmente ainda há 

espécies mais raras não encontradas (CHAO, 1984; CHAO; BUNGE, 2002), demonstrou 

valores estimados maiores do que os observados. O índice de diversidade Simpson, calcula a 

probabilidade de dois indivíduos selecionados ao acaso em uma amostra serem pertencentes à 

mesma espécie. Assim, assume-se que quanto maior o valor, menor é a diversidade de 

espécies estimada para a amostra (LUDWIG; REYNOLDS, 1988; SIMPSON, 1949). De 

modo contrário é expresso o valor para o índice Shannon. Neste é expresso o grau de 

incerteza que existe em se predizer a qual espécie pertence um indivíduo escolhido ao acaso 

em uma comunidade, ou seja, quanto maior for essa incerteza, maior será o valor e maior será 

a diversidade da amostra. (LUDWIG; REYNOLDS, 1988; SHANNON, 1949).  

Trabalhos sobre a comunidade bacteriana de cana-de-açúcar concentraram-se 

principalmente na microbiota das raízes na ultima década, e também revelaram diazotróficos 

ativos das subdivisões alfa e beta-proteobactérias, além de outras bactérias previamente não 

caracterizadas ou desconhecidas (BURBANO et al., 2011; THAWEENUT et al., 2011; 

FISCHER et al., 2012). Neste trabalho, também foi detectada a prevalência de Proteobactérias 

em todas as amostras e, entre elas, as bactérias que podem contribuir para a fixação biológica 

do nitrogênio na cana-de-açúcar, conforme relatado anteriormente (FISCHER et al., 2012). 

Outras investigações em bactérias endofíticas em colmo de cana-de-açúcar através de 

abordagens dependentes e independentes de cultivo mostraram um elevado número de 

sequências classificadas como Enterobacter sp. e Pseudomonas sp. (MAGNANI et al., 2010, 

2013). Contudo, no caso das análises independentes de cultivo, limitou-se à baixa cobertura 

de bibliotecas de clones de amplicons do gene 16S rRNA. No presente estudo, visando uma 

cobertura mais profunda, utilizando-se o sequenciamento de alto rendimento (Illumina 

MiSeq) para avaliar a diversidade das bactérias endofíticas enriquecidas, foi possível detectar 

membros da família Enterobacteriaceae (incluindo Yersinia nurmii, Salmonella enterica, S. 

bongori e Leuconostoc gelidum), e Pseudomonas spp. (Anexo I). 

Ao utilizar uma abordagem dependente de cultivo (captura de bactérias utilizando uma 

“planta-armadilha”), Rouws et al. (2014) identificaram membros do gênero Bradyrhizobium 

spp. a partir de tecidos internos de raízes de cana-de-açúcar, da mesma variedade utilizada no 

presente trabalho (RB867515). Em todas as amostras deste presente trabalho, foram 

detectados membros desse gênero e de outros da família Bradyrhizobiaceae, como 

Rhodopseudomonas sp. e Bosea sp. (Anexo A), sugerindo que são necessárias mais 
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investigações sobre o papel desempenhado por estas bactérias para a fixação de nitrogênio na 

cana-de-açúcar (ROUWS et al., 2014). Também com base em uma abordagem independente 

de cultivo para investigar bactérias diazotróficas associadas a raízes de uma variedade 

comercial de cana-de-açúcar (Q208A), Paungfoo-Lonhienne et al. (2014) identificaram as 

bactérias mais abundantes na rizosfera e raízes submetidas a fertilização nitrogenada 

subótima, e estas incluíram OTUs relacionadas a Streptomyces, Bacillus, Micrococcus, 

Burkholderia e Rhizobium sp. Os autores também isolaram uma nova espécie de Burkholderia 

(B. australis sp. nov.), e esta bactéria foi caracterizada, através de ensaios de inoculação de 

plântulas, como uma fixadora de nitrogênio e promotora de crescimento vegetal. Nas 

amostras do presente estudo, foram detectadas bactérias membros da família 

Burkholderiaceae, incluindo os gêneros Cupriavidus, Ralstonia e Burkholderia (Anexo A). 

Membros de Rhizobium, Bacillus e outro gênero dentro da classe Bacillus, Lactobacillus, 

também foram identificados. A presença de bactérias destes gêneros (nomeadamente 

Burkholderia e Rhizobium) também foi relatada por Fischer et al. (2012) através de uma 

abordagem independente de cultivo baseada na caracterização molecular pela diversidade de 

16S rRNA e nifH, e utilizando a mesma variedade de cana utilizada neste trabalho 

(RB867515). 

Em um trabalho recente, YEOH et al. (2016), com o objetivo de definir o microbioma 

central (core microbiome) de raízes de cana-de-açúcar cultivadas sob diferentes níveis de 

fertilizantes nitrogenados, concluiu que existe um grupo de 18 famílias bacterianas 

compartilhadas entre a microbiota de raízes de cana-de-açúcar e Arabidopsis thaliana. Estas 

famílias estão dentro dos grupos taxonômicos de Actinobactérias, Bacteroidetes, Alfa- Beta- e 

Delta-Proteobacteria. Esses autores também concluíram que existem 10 famílias não presentes 

em Arabidopsis, ou seja, Conexibacteraceae, Cyclobacteriaceae, Cytophagaceae, 

Sphingobacteriaceae, Kledonobacteraceae, Enterobacteriaceae, Steroidobacteraceae, 

Kofleriaceae, Spirocheataceae e uma família não classificada da ordem Verrucomicrobia 

(auto67_4w). Os membros das famílias de Cyclobacteriaceae, Sphingobacteriaceae e 

Enterobacteriaceae também foram detectados nas bases de colmo da cana-de-açúcar 

(analisadas neste estudo), conforme descrito anteriormente com relação às raízes da cana-de-

açúcar. Essas famílias também foram relatadas em um trabalho recente sobre a microbiota 

bacteriana e fúngica (DE SOUZA et al., 2016), utilizando os tecidos de colmo, folhas e raízes 

da cana-de-açúcar variedade SP80-3280. Ainda no mesmo trabalho, os autores relataram uma 

forte presença de membros das famílias Sphingomonadaceae, Xanthomonadaceae, 

Acetobacteraceae, Moraxellaceae e Pseudomonadaceae. No presente trabalho, foram também 

detectadas bactérias não classificadas e outras não relatadas anteriormente para os tecidos de 

cana-de-açúcar (82 OTUs, Anexo I), membros da "Candidate_division_OP3", "WD272". 

Os dados do presente trabalho, juntamente com os da literatura, permitiram a 

identificação de um grupo de gêneros de bactérias endofítica mais citado (Anexo C). 

Comparando a composição desse grupo com OTUs detectada no presente trabalho, é possível 

observar que 23 OTUs, pertencentes a 12 gêneros, estão incluídas no grupo de gêneros mais 

citados (correspondendo a ~ 16% do número total de OTUs detectadas neste trabalho). Os 12 

gêneros foram Achromobacter, Acinetobacter, Bacillus, Bosea, Burkholderia, Caulobacter, 

Novosphingobium, Ochrobactrum, Pseudomonas, Rhizobium, Sphingomonas e 

Stenotrophomonas. É interessante notar que todos os gêneros desse grupo também são 

encontrados na endosfera do colmo de outras plantas de Poaceae, como arroz (SUN et al., 

2008; IKEDA et al., 2010), sorgo (MAREQUE et al., 2014; MAROPOLA; RAMOND; 

TRINDADE, 2015), milho (CHELIUS; TRIPLETT, 2001; ROESCH et al., 2008) e trigo 

(CONN; FRANCO, 2004; ROBINSON et al., 2016). Estes resultados indicam um possível 

padrão da endosfera entre a família Poaceae. Quando comparado com a descrita microbiota 

de A. thaliana, observou-se também que os gêneros Bacillus, Caulobacter, Microbacterium, 
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Ochrobactrum, Paenibacillus, Pseudomonas, Rhizobium, Sphingomonas, Stenotrophomonas e 

Streptomyces foram comuns às duas espécies de plantas, sugerindo um amplo perfil de 

hospedeiro destes gêneros bacterianos na colonização da endosfera da planta. 

Os endófitos de cana-de-açúcar bacterianos foram isolados pela primeira vez para a 

atividade de fixação de N2 usando os diversos meios de cultivos semissólidos, como revisto 

recentemente BALDANI et al., (2014), e incluem estirpes de Gluconacetobacter 

diazotrophicus, Nitrospirillum amazonense (anteriormente Azospirillum amazonense), 

Herbaspirillum seropedicae, H. rubrisubalbicans, Burkholderia tropica, B. unamae, entre 

outros (BALDANI et al., 1992; REIS; OLIVARES; DÖBEREINER, 1994; OLIVARES et al., 

1996; SAJJAD MIRZA et al., 2001; LOIRET et al., 2004; TAULÉ et al., 2012; DE SANTI 

FERRARA et al., 2012; BENEDUZI et al., 2013). Entre essas espécies bacterianas, G. 

diazotrophicus foi isolado de cana-de-açúcar plantada em diferentes regiões do mundo, como 

Brasil e Austrália, e PAL5 é um isolado representativo que é provavelmente o endófito mais 

bem estudado dessa espécie de planta. No presente estudo, no entanto, essa espécie não foi 

detectada nas amostras. Até onde sabemos, apenas três trabalhos anteriores estudaram os 

endófitos de cana-de-açúcar utilizando a abordagem independente de cultivo (MAGNANI et 

al., 2013; ARMANHI et al., 2016; DE SOUZA et al., 2016), e apenas um deles indicou a 

presença de G. diazotrophicus (e outros diazotróficos) (DE SOUZA et al., 2016). Isto está, no 

entanto, pouco claro, uma vez que essa constatação é apenas mencionada no texto, enquanto 

que a bactéria não aparece entre os resultados. Por outro lado, tem sido sugerido que a 

abundância de G. diazotrophicus nos tecidos de cana-de-açúcar depende do genótipo, idade e 

parte da planta, sendo maior nas raízes mais jovens (GOMES et al., 2005). Além disso, é 

possível que estudos dependentes de cultivo favoreçam o enriquecimento e a detecção de G. 

diazotrophicus. Assim, apesar de suas grandes contribuições potenciais para a fixação de 

nitrogênio e outros benefícios para a planta hospedeira, parece que esta bactéria não é uma 

das mais abundantes dentro do colmo de cana-de-açúcar. 
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3.7 CONCLUSÕES 

 O procedimento de enriquecimento de bactérias endofíticas de cana-de-açúcar foi eficiente 

para a obteção de amostras de DNA metagenômico diverso e rico de bactérias, com baixa 

presença de DNA de plastídios (cloroplastos) e mitocôndria. 

 

 Há um grande número de OTUs pertencentes ao grupo das Proteobacterias em colmo de 

cana-de-açúcar, condizente com trabalhos publicados sobre a microbiota de cana-de-

açúcar. 

 

 OTUs de bactérias ainda não classificadas foram detectadas. 

 

 As semelhanças entre os grupos taxonômicos presentes na amostra enriquecida e os dados 

publicados indicam que a presente abordagem não afetou significativamente a composição 

da comunidade bacteriana endofítica dos colmos inferiores da cana-de-açúcar e pode ser 

aplicada para análise por sequenciamento em larga escala. 



41 

 

 

4 CAPÍTULO II 

 

 

 

ANÁLISE TAXONÔMICA DA COMUNIDADE BACTERIANA 

PRESENTE NO LÍQUIDO EXTRAÍDO DO APOPLASTO DE COLMO 

DE CANA-DE-AÇÚCAR 
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4.1 RESUMO 

O apoplasto tem sido descrito como um possível nicho para o estabelecimento de bactérias 

endofíticas. Na cana-de-açúcar, este local ocupa ~3% do volume dos colmos e é um 

significante local de armazenamento de açúcares. As características do apoplasto, como pH, 

quantidade de açúcares e temperatura estão perto do ótimo para o crescimento bacteriano, o 

que sugere um maior número de células bacterianas neste nicho. Trabalhos que visaram 

elucidar o número de células bacterianas neste local têm definido a presença de ~10
5
 células 

por mL de líquido do apoplasto. Na literatura existem poucos relatos da diversidade 

bacteriana do apoplasto e, em sua maioria, tem avaliado somente a presença de bactérias 

diazotróficas por métodos dependentes de cultivo. Até o presente não existe uma avaliação 

mais ampla da diversidade bacteriana no liquido do apoplasto, sendo assim este estudo buscou 

elucidar a comunidade bacteriana do liquido do apoplasto de duas variedades de cana-de-

açúcar e, para tanto foi utilizado uma abordagem independente de cultivo e sequenciamento 

em larga escala dos genes 16S rRNA para a análise taxonômica da comunidade bacteriana. O 

número de reads obtidos no sequenciamento está dentro do esperado, com uma grande 

diversidade de filos taxonômicos, com destaque para os mais abundantes que foram: 

Firmutes, Bacteroidetes, Actionobacteria, Acidobacteria, Verrucomicrobia e Planctomicetes. 

Foi possível detectar a presença de gêneros de espécies bacterianas agronomicamente 

importantes, inclusive bactérias diazotróficas já descritas em cana-de-açúcar como a 

Gluconacetobacter diazotrophicus e Herbaspirillum seropedicae. Os resultados encontrados 

para as variedades trazem valiosos avanços para a compreensão da comunidade bacteriana do 

apoplasto da cana-de-açúcar. 

 

Palavras-chaves: Líquido do apoplasto. Bactérias endofíticas. Abordagem independe de 

cultivo. Cana-de-açúcar. 
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4.2 ABSTRACT 

The apoplast has been described as a potential niche for the endophytic bacteria 

establishment. In sugarcane, this site occupies ~ 3% of the volume of stem and is a significant 

sugar storage location. The characteristics of the apoplast, like pH, amount of sugars and 

temperature are near the optimum for bacterial growth, which suggests a greater number of 

bacterial cells in this niche. Works that sought to elucidate the number of bacterial cells on 

this site have defined the presence of ~ 10
5
 cells per mL of apoplast sap. In the literature there 

are few reports of apoplast bacterial diversity and in your most, has evaluated only the 

presence of diazotrophic bacteria by culture-dependent methods. To date there is no broader 

evaluation of bacterial diversity in the apoplast sap, so this study sought to elucidate the 

bacterial community of the apoplast of two varieties of suga cane and, for this purpose we 

used a culture-independent approach and large-scale sequencing of 16S rRNA genes for the 

taxonomic analysis of the bacterial community. The number of reads from the sequencing is 

within expectations, with a wide range of taxonomic phyla, with emphasis on the more 

abundant that were: Firmutes, Bacteroidetes, Actionobacteria, Acidobacteria, 

Verrucomicrobia and Planctomicetes. It was possible to detect the presence of agriculturally 

important bacterial species, including diazotrophic bacteria already described in sugarcane as 

Gluconacetobacter diazotrophicus and Herbaspirillum seropedicae. The results for the 

varieties bring valuable advances in understanding bacterial community in the Apoplast of 

sugarcane. 

 

Keywords: Apoplast sap. Endophytic bacteria. Culture-independent approach. Sugarcane. 
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4.3 INTRODUÇÃO 

A cana-de-açúcar é uma das plantas mais cultivadas no mundo. Esta cultura teve o 

potencial de rendimento de cerca de 33 milhões de toneladas de açúcar e 25 bilhões de litros 

de etanol na safra de 2016/17 (CONAB, 2017) Ao longo dos anos, a cana-de-açúcar tem se 

destacado pelo seu potencial em ser uma fonte alternativa de energia limpa e renovável para a 

produção de biocombustível (WANG et al., 2013a) o que tem aumentado o interesse pelo 

aumento de sua biomassa. Entretanto, a produção de biomassa requer uma grande demanda de 

nutrientes na forma de fertilizantes, principalmente o nitrogênio, o que limita a sua produção 

(DAWE, 2000). A busca pela redução da utilização de fertilizantes nitrogenados no cultivo da 

cana-de-açúcar tem sido direcionada em estudos sobre a utilização de bactérias diazotróficas 

(URQUIAGA; CRUZ; BODDEY, 1992; OLIVEIRA et al., 2002; BODDEY et al., 2003; 

BALDANI; BALDANI, 2005). Diferentes espécies de bactérias diazotróficas já foram 

relatadas como sendo endófitos em tecidos de cana-de-açúcar, como por exemplo a 

Gluconacetobacter diazotrophicus (CAVALCANTE; DOBEREINER, 1988) e 

Herbaspirillum seropedicae (BALDANI et al., 1986). 

As bactérias endofíticas podem colonizar os tecidos internos das plantas e promover 

diferentes benefícios para seu hospedeiro (HARDOIM et al., 2015; REINHOLD-HUREK; 

HUREK, 2011). Um  dos possíveis sítios de localização destas bactérias nos tecidos das 

plantas é o apoplasto (DONG et al., 1994). Este espaço compreende a região intercelular, e no 

caso da cana-de-açúcar, ocupa ~3 % dos colmos (DONG et al., 1994) e é um importante 

compartimento de acúmulo de sacarose (WELBAUM; MEINZER, 1990). TEJERA et al. 

(2006) descreveu a presença de compostos nitrogenados, sendo os principais aminoácidos e 

proteínas, bem como formas inorgânicas, em baixas concentrações, como amônio, nitrito e 

nitrato. Além destas características, o apoplasto possui pH ~5,5, quantidade de açúcar ~10%, 

conteúdo mineral, bem como temperatura, perto do ótimo para atividade bacteriana 

(SATTELMACHER, 2001). Essas características poderiam explicar a atividade de fixação 

biológica de nitrogênio por diferentes bactérias neste local endofítico. 

Trabalhos que descreveram a presença de bactérias no apoplasto de cana-de-açúcar 

têm sido baseados em isolamento por cultivo e focando principalmente em bactérias 

diazotróficas (ASIS; ADACHI; AKAO, 2004; LOIRET et al., 2004; ASIS JÚNIOR et al., 

2003; DONG et al., 1994). Porém, é sabido que esta metodologia limita a análise da 

comunidade ali presente (REINHOLD-HUREK; HUREK, 2011). Atualmente a utilização de 

abordagens independentes de cultivo têm possibilitado obter uma visão mais ampla do 

microbioma de cana-de-açúcar (DOS-SANTOS et al., 2017; DE SOUZA et al., 2016; YEOH 

et al., 2016; ROUWS et al., 2014; FISCHER et al., 2012; MAGNANI et al., 2010a). Porém, 

até o presente momento, não existe uma avaliação da comunidade bacteriana presente no 

liquido do apoplasto utilizando esta abordagem. Esta análise pode trazer informações valiosas 

aplicáveis ao estudo das interações das bactérias endofíticas com o hospedeiro e o 

melhoramento do cultivo da planta. 

O presente trabalho utilizou uma abordagem independente de cultivo para a análise da 

comunidade bacteriana presente no líquido extraído do apoplasto extraído de colmos 

superficialmente esterilizados de duas variedades de cana-de-açúcar. Após a extração do 

DNA genômico, foram sequenciados, por meio do sequenciamento em larga escala, os genes 

16S rRNA da comunidade bacteriana, o que possibilitou observar com uma maior cobertura a 

comunidade presente nas amostras. Os resultados têm demonstrado uma comunidade rica e 

diversa, que possui semelhança com outros trabalhos de comunidade bacteriana endofítica de 

cana-de-açúcar, e ainda gêneros não reportados para esta planta. 
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4.4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.4.1 Material de estudo 

Foram utilizadas amostras de base de colmo de cana-de-açúcar das variedades 

RB867515 e RB92579, cultivadas no campo experimental da Embrapa Agrobiologia 

(Seropédica – RJ) (22°44’50.3’’S/43°40’15.7’’W), cujo solo é classificado como um Acrisol 

ou tipo Hapludult, não havendo nenhum cultivo a mais do que 5 anos antes do plantio deste 

experimento e foi submetido a uma fertilização inicial com 80 kg de P ha
-1 

e 60 kg de K ha
-1

, 

e correção de pH com 1,5 Mg de lima ha
-1

, não recebendo nenhum tratamento com pesticidas. 

4.4.2 Preparo das amostras e coleta do líquido do apoplasto 

Amostras de colmo das variedades RB867515 e RB92579 foram utilizadas para a 

extração do líquido do apoplasto utilizando a metodologia descrita por DONG et al. (1994). 

Para isto, pedaços de colmo, mais precisamente os entrenós, com ~10 cm, foram descascados, 

desinfestados superficialmente por flambagem, e colocados em tubos de 50 mL para posterior 

centrifugação à 3.000 x g por 20 min à 4 °C. O conteúdo resultante desta centrifugação foi 

armazenado a -20 °C até o momento da extração do DNA total. 

4.4.3 Extração do DNA total, quantificação e avaliação por PCR 

A extração do DNA total foi realizada seguindo a metodologia proposta por 

BOSTRÖM et al. (2004) com algumas adaptações. Aproximadamente 50 mL do líquido do 

apoplasto obtido no processo de centrifugação, de cada variedade, foi filtrado em filtro com 

porosidade de 5 µm e em seguida com 0,22 µm, transferido o último filtro para um tubo do 

tipo Falcon de 50 mL. Foi adicionado 157 µL do tampão de lise [400 mM de NaCl, 750 mM 

de sacarose, 20 mM de ácido etilenodiaminotetracético (EDTA), 50 mM de Tris-HCl pH 9.0] 

suplementado com 1 mg mL
-1 

de lisozima, incubando à 37 °C por 30 min. Em seguida, foi 

adicionado 1 % de SDS e 100 µg mL
-1

 de proteinase K, sendo este sistema incubado à 55 °C 

por ~12 h. O filtro foi então retirado, lavado com 500 µL de TE e este misturado ao material 

lisado. Foi então adicionado 50 µg de RNAse, 0,1 volume de acetato de sódio à 3 M e 0,6 

volume. de isopropanol, incubando este sistema à -20 °C por 1 h. Após a incubação, o DNA 

total foi lavado por meio de centrifugação à 20.000 x g à 4 °C por 20 min, lavando o pellet 

com 500 µL de etanol 70 % e centrifugando-o nas mesmas condições. O pelet resultante foi 

seco utilizando o equipamento SpeedVac e ressuspendido em 50 µL de TE. O DNA total foi 

quantificado por espectrofotometria (NanoDrop™ - Thermo Scientific™) e 

espectrofluorimetria (Qubit® 2.0 Invitrogen™ – kit Qubit® dsDNA HS Assay). 

A PCR para avaliar a relação do DNA bacteriano em relação ao DNA de planta 

(especificamente mitocondrial) foi realizada de acordo com o descrito no Capítulo I, seção 

3.4.8, utilizando os iniciadores 799F e 1492R. Os amplicons foram separados por eletroforese 

em gel de agarose não-desnaturante à 1 %. Os fragmentos no gel foram marcados com 

solução de brometo de etídio a 10 mg ml
-1

 e em seguida visualizado a transliminação UV 

utilizando o fotodocumentador Kodak Gel Logic 100 Imaging System. 

4.4.4 Sequenciamento em larga escala dos genes 16S rRNA 

Os amplicons relacionados ao DNA de bactérias produzidos na PCR dos genes 16S 

rRNA com os iniciadores 799F e 1492R foram excisados do gel de agarose e purificados 

utilizando o kit de purificação de DNA de gel de agarose Zymoclean™ Gel DNA Recovery 
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(Zymo), conforme o recomendado pelo fabricante. Os fragmentos purificados foram 

verificados quanto a sua integridade em um gel de agarose não-desnaturante à 1 %, marcando-

os e visualizando-os por transluminação UV no fotodocumentador Kodak Gel Logic 100 

Imaging System. 

Estes produtos de PCR, relativos ao DNA bacteriano, foram enviados para UFPR e 

submetidos ao sequenciamento em larga escala dos genes 16s rRNA. O protocolo de 

sequenciamento foi o mesmo utilizado no Capitulo I, seção 3.4.9, ou seja, utilizando os 

iniciadores 515F e 806R e sequenciados na plataforma Illumina MiSeq em pair-ends. 

4.4.5 Análise taxonômica dos genes 16S rRNA 

Os dados brutos do sequenciamento foram analisados utilizando o software Mothur 

v1.39.3 (SCHLOSS et al., 2009), seguindo os mesmos parâmetros descritos no Capitulo I, 

seção 3.4.9; que se resume em montagem de contigs, remoção de sequencias ambíguas, 

quiméricas e maiores que 275 pb, clusterização e análises de alfa e beta-diversidade. Para esta 

análise foi utilizando o banco de dados SILVA SEED v123 como arquivo de referência, e 

sequencias que foram classificadas como de cloroplastos, mitocôndria e de eucarioto foram 

removidas. 
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4.5 RESULTADOS 

4.5.1 Avaliação do DNA total 

Após a extração do DNA total das três amostras de cada variedade, descritas neste 

trabalho, foram avaliadas quantitativamente e qualitativamente por fluorimetria e 

espectrometria, obtendo uma média de ~93 ng para a variedade RB867515 e ~53 ng para a 

variedade RB92579 de DNA dupla fita (Tabela 6). 

 

Tabela 6: Análise quantitativa por espectrofotometria e fluorimetria das amostras de DNA 

total do líquido do apoplasto 

Variedade Amostras 
Razões de absorbância  Massa total de DNA (ng) 

260/230 260/280 Nanodrop Qubit 

RB867515 

P07 1,30 2,12 12.630,0 123,0 

P11 1,28 2,04 6.965,0 93,0 

P20 1,14 2,08 4.925,0 62,0 

RB92579 

P10 0,85 2,04 3.585,0 72,5 

P12 1,05 2,12 4.510,0 71,0 

P16 0,94 2,18 3.145,0 15,6 

 

 A PCR para avaliar a presença do DNA bacteriano nas amostras de DNA total com os 

iniciadores 799F-1492R revelou a predominância do DNA bacteriano em relação ao da planta 

(ou mitocondrial, vide Figura 8). 

 

 
Figura 8: Perfis moleculares dos produtos da amplificação com os iniciadores 799F-1492R 

para verificar a presença do DNA bacteriano nas amostras de DNA total. As setas 

pontilhadas indicam o perfil de bactérias e as tracejadas o de planta (mitocôndria).  

4.5.2 Sequenciamento e composição taxonômica dos genes 16S rRNA do líquido do 

apoplasto 

O sequenciamento realizado deu origem a 2.345.005 reads, sendo estes 

complementares (forward e reverse). As sequencias (ou reads) consideradas de baixa 

qualidade e as que não geraram contigs, foram excluídas resultando em 2.220.737 contigs, 

que variou de 244-504 pb. Sabendo-se que o sequenciamento do tipo Illumina MiSeq dá 

origem a sequencias de no máximo 275 pb, foi então removido do conjunto de contigs as 

sequencias maiores que 275 pb. Como forma de reduzir o número de dados para ser 

processado, foi verificado a presença de sequencias ambíguas, o que totalizou em 1.747.900 
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contigs/sequencias únicas. Este passo não é perdido a informação de quantas vezes uma 

determinada sequencia se repetiu no conjunto de dados. Após a otimização das sequencias, foi 

verificada a presença de sequencias quiméricas, utilizando o subprograma do Mothur 

“uchime”, o qual identificou ~1,6 % de sequencias quiméricas do número total de sequencias, 

e após a remoção destas resultou em conjunto de 1.680.396 sequencias únicas. 

Inicialmente haviam 4 réplicas (amostras) de cada variedade, porém algumas réplicas 

tiveram um número de reads muito inferior das demais. Sendo assim, foram retirados uma 

réplica de cada amostra, de modo que retirasse as amostras com menor número de sequencias, 

reduzindo para 1.557.777 sequencias no total. Em seguida, as amostras remanescentes foram 

normalizadas gerando amostras com número igual de sequencias selecionadas aleatoriamente 

pelo Mothur, resultando em uma amostragem de 41.563 sequencias para cada grupo de 

amostra (réplica), na qual deu origem a 498.756 sequencias no total. 

Em seguida, foram removidas sequencias classificadas como de 

cloroplasto/cianobactéria, mitocôndria e eucarioto. Então as amostras foram normalizadas 

novamente, resultando em 24.873 sequencias por amostra e 149.238 sequencias no total. 

Foram detectadas no total 5300 OTUs, das quais 99,7 % foram classificadas como 

Bactérias e 0,3 % como Archaea. A classificação por filos taxonômicos, revelou a 

predominância de membros das Proteobacterias (Figura 9), com ~63 % para a variedade 

RB867515 e ~73 % para RB92579, pertencentes principalmente as sub-divisões Alfa-, Beta- e 

Gammaproteobacteria  (Figura 10), e uma grande diversidade de filos taxonômicos (32 no 

total) em todas os grupos de amostras, com destaque para Firmutes, Bacteroidetes, 

Actionobacteria, Acidobacteria, Verrucomicrobia e Planctomicetes, que corresponderam, 

respectivamente, 8, 7, 7, 6, 4, 4 % do número total de reads detectados para as variedades 

(Figura 11). As 10 principais OTUs foram relacionados aos gêneros Burkholderia, 

Stenotrophomonas, Sphingomonas, Xanthomonas, Acinetobacter, 

Comamonadaceae_unclassified, Aerococcus, Burkholderia, Pantoea e Kozakia (Tabela 

Online - https://goo.gl/dJbTXW). 

 

 
Figura 9: Comparação da diversidade de OTUs pertencentes ao grupo Proteobacteria com os 

outros detectados nas amostras, de acordo com a sua abundancia relativa. 
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Figura 10: Composição das sub-divisões do grupo Proteobacteria detectadas para cada 

variedade, de acordo com a sua abundancia relativa. 
 

 
Figura 11: Diversidade de filos das OTUs detectadas nas amostras de cada variedade, exceto 

o grupo Proteobacteria, baseado em sua abundancia relativa. 

 

 
Figura 12: Curvas de rarefação calculada com 3 % de dissimilaridade. 
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Figura 13: Análise de Componentes Principais (PCA) das amostras das variedades RB82579 

e RB867515. 

 

Os índices de diversidade e riqueza (Tabela 7) revelaram que as amostras foram ricas e 

diversas de OTUs. Para a variedade RB92579 houve maior homogeneidade (índice de 

Simpson) enquanto que para a variedade RB867515, principalmente a amostra P07, houve a 

dominância de uma espécie que refletiu no aumento do índice de Simpson. 

 

Tabela 7: Índices estimados de riqueza e diversidade para cada amostra das variedades 

estudadas 

Variedade Amostras OTUs observadas 
Índices de Riqueza e Diversidade 

Chao Shannon Simpson 

RB867515 

P07 504 1133,47 2,14 0,37 

P11 3154 5321,97 6,33 0,01 

P20 1233 1941,37 5,17 0,01 

RB92579 

P10 967 1728,07 4,29 0,03 

P12 905 1851,73 3,64 0,07 

P16 736 1367,94 4,33 0,04 
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Figura 14: Comparação do número de famílias taxonômicas das variedades RB92579 e RB867515 e suas respectivas famílias compartilhadas.
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4.6 DISCUSSÃO 

O apoplasto tem sido apontado como um provável sítio de localização das bactérias 

endofíticas (DONG et al., 1994). Este local, mais precisamente o líquido que o compreende, 

possuí condições como temperatura, pH e nutrientes, favoráveis para  o estabelecimento de 

microrganismos (SATTELMACHER, 2001). Este ambiente na cana-de-açúcar foi descrito 

como um significante local para o armazenamento de açúcares (compreendendo ~21 % do 

açúcar armazenado pela planta) (WELBAUM; MEINZER, 1990), ocupando cerca de ~3 % 

dos colmos desta planta (DONG et al., 1994). Estudos que visaram a caracterização de 

microrganismos presentes no apoplasto de cana-de-açúcar foram baseados, principalmente, 

em abordagens de isolamento por cultivo, e ainda, buscando isolar/detectar bactérias 

diazotróficas. Por exemplo, DONG et al., (1994) sugeriram este local como o principal habitat 

dos microrganismos endofíticos em cana-de-açúcar ao detectar por microscopia a localização 

de Acetobacter diazotrophicus (renomeada para Gluconacetobacter diazotrophicus) no 

compartimento apoplasto e seu respectivo liquido extraído. Após este trabalho, novas 

discussões sobre a real localização dos endófitos foram levantadas, pois G. diazotrophicus foi 

primeiramente descrita como sendo colonizadora dos  vasos xilemáticos de cana-de-açúcar 

(REIS; OLIVARES; DÖBEREINER, 1994). Três anos depois, DONG; MCCULLY; CANNY 

(1997) demonstraram novamente a presença da bactéria no líquido no qual ele descreveu 

como sendo do apoplasto e questionou se bactérias benéficas poderiam ocupar os vasos 

xilemáticos. Anos depois JAMES et al. (2001b) reconfirmaram a presença da bactéria 

colonizando os vasos do xilema. Desta discussão, o que pode ser sugerido é que talvez 

bactérias endofíticas, como a G. diazotrophicus, tenham a capacidade de colonizar ambos os 

sítios sem prejudicar o desenvolvimento da planta.  

O estudo da diversidade das bactérias endofíticas que habitam o apoplasto de cana-de-

açúcar ainda é pouco compreendida, pois são poucos trabalhos disponíveis e estes têm sido 

focados, principalmente, na detecção de diazotrofos neste local, e utilizando abordagem 

dependente de cultivo. A densidade de células diazotróficas presente em amostras de líquido 

do apoplasto de cana-de-açúcar foi descrita na ordem de 10
2
 a 10

8
 células mL

-1
 (ASIS 

JÚNIOR et al., 2003). Em 2004,  nas Filipinas, ASIS JÚNIOR e colaboradores, buscando 

também definir a densidade da população de bactérias diazotróficas presente no líquido do 

apoplasto em relação ao número total de endófitas no caldo de cana-de-açúcar, concluiram 

que o número de bactérias endofíticas no colmo variou de 10
4
 a 10

9
 células mL

-1
 de caldo de 

cana-de-açúcar. Para as bactérias diazotróficas, esta densidade variou dependendo da época 

do, tendo uma variação de 10
2
 a 10

8 
células mL

-1
, ou seja, de uma forma geral, a comunidade 

bacteriana endofítica presente no colmo de cana-de-açúcar varia de 10
2
 a 10

9
 células por mL 

de caldo ou líquido do apoplasto. Contudo, os autores não determinaram as espécies de 

bactérias que estavam presentes em suas amostras. Em comparação com o número de OTUs 

detectados no sequenciamento dos genes 16S rRNA neste presente trabalho, considerando que 

cada OTU representou uma célula e que foram utilizados 50 mL de liquido do apoplasto para 

cada extração de DNA, para cada amostra resultaria em 10
2
 células mL

-1
. Esta estimativa está 

dentro do previsto na literatura (ASIS; ADACHI; AKAO, 2004; ASIS JÚNIOR et al., 2003). 

Os estimadores de riqueza e diversidade demosntraram uma comunidade rica de 

espécies raras, visto que, o estimador Chao1 demonstrou valores estimados maiores do que os 

observados. Este índice/estimado basea-se no principio que se uma comunidade está sendo 

observada e espécies raras ainda estão sendo descobertas, provavelmente ainda há mais 

espécies não encontradas (CHAO, 1984; CHAO; BUNGE, 2002). A diversidade de espécies 

estimadas com os índices Simpison e Shannon estimou um alto número de individos/espécies 
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nas amostras. Neste caso, os valores dos índices são inversamente expressos e 

correlacionados, em que o índice de diversidade Simpson, calcula a probabilidade de dois 

indivíduos selecionados ao acaso em uma amostra serem pertencentes à mesma espécie. 

Assim, assume-se que quanto maior o valor, menor é a diversidade de espécies estimada para 

a amostra (LUDWIG; REYNOLDS, 1988; SIMPSON, 1949). Enquanto que o índice Shannon 

é expresso o grau de incerteza que existe em se predizer a qual espécie pertence um indivíduo 

escolhido ao acaso em uma comunidade, ou seja, quanto maior for essa incerteza, maior será 

o valor e maior será a diversidade da amostra. (LUDWIG; REYNOLDS, 1988; SHANNON, 

1949).  

Em um estudo visando investigar a diversidade genética de bactérias endofíticas do 

apoplasto de cana-de-açúcar, VELÁZQUEZ et al., (2008) por meio de isolamento por cultivo 

dos microrganismos presentes no líquido do apoplasto obtiveram um resultado de ~10
4
 

unidades formadora de colônia (UFC) mL
-1

. Destes, eles selecionaram 29 tipos de UFCs com 

morfologia diferenciada e agruparam-nos por similaridade após análise de finger-printing 

genética, resultando em 17 grupos diferentes. Um representante de cada grupo foi utilizado 

para o sequenciamento do gene 16S rRNA, e análise taxonômica revelou a presença dos 

gêneros Acinetobacter, Bacillus, Comamonas, Erwinia, Gluconacetobacter, Microbacterium, 

Micrococcus, Rhizobium, Kocuria, Staphylococcus e Xanthomonas. No presente trabalho 

foram detectadas: 155 OTUs de Acinetobacter no total (~3,0 % do número total de OTUs 

detectados); Bacillus foram 7 OTUs (0,1% do total); Comamonas 2 OTUs; 

Gluconacetobacter 4 OTUs; Microbacterium 2 OTUs; Micrococcus 1 OTU; Rhizobium 10 

OTUs (0,2 %); Kocuria 1 OTU; Staphylococcus 7 OTUs e Xanthomonas 42 OTUs (0,8 %). O 

gênero Erwinia não pôde ser detectado. Os gêneros bacterianos que possuem as espécies 

diazotróficas comumente isoladas/detectadas nos tecidos de cana-de-açúcar (BALDANI et al., 

2014), como a Azospirillum amazonense (BALDANI, 1984), Herbaspirillum seropedicae 

(BALDANI et al., 1992), Gluconacetobacter diazotrophicus (CAVALCANTE; 

DOBEREINER, 1988) e Burkholderia tropica (REIS et al., 2004), também foram detectadas 

neste presente trabalho, sendo representadas, respectivamente, 2, 10, 4 e 82 OTUs. No total, 

foram detectadas 5300 OTUs diferentes (3738 OTUs para a variedade RB867515 e 1562 para 

RB92579), indicando novamente que a abordagem independente de cultivo permite uma 

maior cobertura da comunidade bacteriana.  

A comunidade bacteriana encontrada no líquido do apoplasto das duas variedades de 

cana-de-açúcar apresentou 108 famílias bacterianas compartilhadas entre si, o que sugere um 

possível padrão na composição neste nicho endofítico. A variedade RB867515 foi 

representada por um número de OTUs aproximadamente 2 vezes maior que da variedade 

RB92579. Este fato poderia ser reflexo de fatores bióticos do genótipo da planta na “seleção” 

de sua comunidade. Os filos Actinobacteria, Bacteroidetes e Firmicutes foram os mais 

abundantes em ambas as variedades. Analisando as 20 principais OTUs de cada variedade, é 

possível observar a presença dos gêneros: Aerococcus, Acinetobacter, Burkholderia, 

Janthinobacterium, Methylobacterium, Novosphingobium, Pantoea, Pseudoxanthomonas, 

Stenotrophomonas, Sphingobium, Sphingomonas, Xanthomonas, Kozakia, e ainda gêneros 

não classificados dentro das famílias Comamonadaceae, Enterobacteriaceae e Rhizobiaceae. 

Estes gêneros já foram relatados em tecidos de cana-de-açúcar por abordagens independentes 

de cultivo (DE SOUZA et al., 2016; DOS-SANTOS et al., 2017; MAGNANI et al., 2013; 

YEOH et al., 2016) e dependente de cultivo (BENEDUZI et al., 2013; MAREQUE et al., 

2014; MUANGTHONG; YOUPENSUK; RERKASEM, 2015; PAUNGFOO-LONHIENNE 

et al., 2014). Estes gêneros poderiam estar exercendo funções importantes na associação com 

a planta de cana-de-açúcar (BULGARELLI et al., 2013). Estas informações são relevantes 

para futuros estudos visando a compreensão da dinâmica desta comunidade e a sua interação 

com a planta poderá trazer novos avanços no cultivo da cana-de-açúcar. 
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4.7 CONCLUSÕES 

 A comunidade bacteriana presente no líquido do apoplasto de cana-de-açúcar das 

variedades RB867515 e RB92579 pode ser melhor avaliada com a metodologia 

independente de cultivo utilizada. 

  

 As variedades apresentaram diferenças entre o número total de OTUs detectadas, chegando 

a aproximadamente 2 vezes maior para a variedade RB867515.  

 

 As principais OTUs encontradas em ambas as amostras pertenceram aos filos da 

Proteobacteria, Firmutes, Bacteroidetes, Actionobacteria, Acidobacteria, Verrucomicrobia 

e Planctomicetes. 

 

 Não existe na literatura nenhum trabalho que avaliou a comunidade bacteriana presente no 

apoplasto de cana-de-açúcar (ou outras gramíneas) por método independente de cultivo. 

Sendo assim, este presente trabalho trouxe informações relevantes ao contexto da 

comunidade bacteriana endofítica de cana-de-açúcar, compreendendo melhor a 

comunidade bacteriana presente no apoplasto pelo uso da abordagem independente de 

cultivo.  
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5 CAPÍTULO III 

 

 

 

ANÁLISE IN SILICO PREDITIVA DAS FUNÇÕES RELACIONADAS À 

MICROBIOTA BACTERIANA ENDOFÍTICA DO COLMO DE CANA-

DE-AÇÚCAR 
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5.1 RESUMO 

O gene 16S rRNA é o biomarcador mais utilizado nos estudos de ecologia microbiana, 

aplicado principalmente na caracterização da composição taxonômica e diversidade de 

microrganismos de diversos tipos de amostras, como solo, água, plantas e humana. Com a 

introdução dos estudos metagenômicos, estes estudos de composição taxonômica têm obtido 

grandes avanços, pois neste caso, é possível analisar diversos genes, de diferentes 

microrganismos, simultaneamente, ou seja, em um mesmo sequenciamento, sendo possível 

obter, além de informações de taxonomia, as características funcionais de uma determinada 

comunidade. Entretanto, a utilização desta abordagem, em alguns casos, poderia ser impedida 

devido às dificuldades relacionadas principalmente a problemas com a natureza das amostras 

e/ou o número total de indivíduos da comunidade alvo. Estudos sugeriram que o perfil dos 

clusters gerados por genes compartilhados entre espécies e a filogenia baseada no gene 16S 

rRNA são fortemente correlacionadas, o que permitiu utilizar somente o gene 16S rRNA 

(mais precisamente o seu sequenciamento) para a análise preditiva do perfil de genes (ou 

funções) de uma comunidade. Neste caso, o perfil filogenético dos microrganismos baseado 

no gene 16S rRNA é comparado com o de espécies já conhecidas, que possuem seus 

respectivos genomas sequenciados e anotados funcionalmente, prevendo os possíveis genes 

presentes nesta comunidade, assemelhando-se aos resultados obtidos em um sequenciamento 

metagenômico. Neste presente trabalho, utilizando resultados obtidos nas análises da 

comunidade bacteriana endofítica de amostras de colmo de cana-de-açúcar, de duas 

variedades e duas metodologias diferentes independentes de cultivo de obtenção deste perfil 

taxonômico, foi possível prever as funções pertencentes às bactérias detectadas. Os resultados 

demonstraram que os gêneros detectados nestas duas abordagens poderiam exercer funções 

que foram desde a biorremediação à agricultura. A base de dados de genes obtidos pode servir 

como um apoio a futuras investigações da comunidade bacteriana endofítica de cana-de-

açúcar. 

 

Palavras-chave: Perfil genético. Predição de funções. Perfil taxonômico. Endófitos 

bacterianos 
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5.2 ABSTRACT 

The 16S rRNA gene is the biomarker most widely used in studies of microbial ecology, 

mainly applied in the taxonomic composition characterization and microorganisms diversity 

of several samples types, such as soil, water, plants and human. With the introduction of 

metagenomics studies, these taxonomic composition studies have been most important 

advances, because, in this case, it is possible to analyze many genes from different organisms, 

simultaneously, to be precise, in the same sequence, being possible to obtain, besides of 

taxonomy information, the functional features of a particular community. However, the use of 

this approach, in some cases, could be hindered due to difficulties related mainly to problems 

with the nature of the samples and/or the total number of individuals of the target community. 

Studies have suggested that the profile of the clusters generated by shared genes between 

species and phylogeny based on 16S rRNA gene are strongly correlated, allowed only use the 

16S rRNA gene (more precisely your sequencing) to the predictive analysis of the profile of 

genes (or functions) of a community. In this case, the phylogenetic profile of microorganisms, 

based on 16S rRNA gene, is compared with the known species, which have their own 

genomes sequenced and annotated functionally, predicting the possible genes present in this 

community, resembling the results obtained in a metagenomics sequencing. In this present 

work, using results of endophytic bacterial community analyses of samples of sugarcane 

stems, two varieties and two different culture-independent methodologies for obtaining this 

taxonomic profile, it was possible to predict the functions belonging to bacteria detected. The 

results showed that the genera detected in these two approaches could exercise functions that 

were since bioremediation to agriculture. The database of genes obtained can serve as a 

support for future research of endophytic bacterial community of sugarcane. 

 

Keywords: Genetic profile. Functions prediction. Taxonomic profile. Bacterial endophytes.  
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5.3 INTRODUÇÃO 

O sequenciamento em larga escala tem permitido grandes avanços aos estudos de 

ecologia microbiana, facilitando a compreensão de comunidades e sua aplicabilidade 

biotecnológica. Neste contexto, o uso de marcadores moleculares, como o gene 16S rRNA, 

são os mais utilizados para caracterizar a composição taxonômica e diversidade filogenética 

de microrganismos colonizadores de diversos habitats, como por exemplo em estudos de 

amostras ambientais (ANDERSON et al., 2017; LIGI et al., 2014; SHAW et al., 2015), de 

tecidos de plantas (AKINSANYA et al., 2015; BULGARELLI et al., 2012; DE SOUZA et al., 

2016; MAGNANI et al., 2013) e amostras de espécimes humanas (GRICE et al., 2009; HUSE 

et al., 2012). Entretanto a aplicação destes genes marcadores restringe-se em uma determinada 

função gênica, como por exemplo o uso de genes nifH (DEDYSH; RICKE; LIESACK, 2004; 

FISCHER et al., 2012; SZILAGYI-ZECCHIN et al., 2014; VIDEIRA et al., 2009) (um dos 

genes envolvidos no processo de fixação biológica de nitrogênio), na qual é utilizado para a 

identificação filogenética de bactérias diazotróficas presentes em uma comunidade. A partir 

desta problemática têm sido desenvolvidas estratégias de sequenciamento metagenômico, 

onde é possível obter não só o perfil taxonômico, mas também metabólico e funcional de uma 

grande diversidade de microrganismos de uma determinada amostra (AKINSANYA et al., 

2015; CULLIGAN et al., 2014; SOLOVYEV; SALAMOV, 2011; YASIR; SALAM 

PRADEEP; KONWAR, 2014). Esta abordagem dispõe de diversas vantagens, como uma 

maior cobertura, avaliar diversos genes em um mesmo sequenciamento e acesso à informação 

de genes raros (LANGILLE et al., 2013). Embora as estratégias de sequenciamento do gene 

16S rRNA e metagenômico diferem-se quanto à sua abordagem, o perfil dos clusters gerados 

por genes compartilhados entre espécies e a filogenia baseada no gene 16S rRNA são 

fortemente correlacionadas (KONSTANTINIDIS; TIEDJE, 2005; SEGATA; 

HUTTENHOWER, 2011; SNEL; BORK; HUYNEN, 1999), o que pode ser aplicado para 

inferir o perfil genético de organismos não-cultivados, por meio de comparação com 

organismos filogeneticamente próximos com suas características bem descritas (LANGILLE 

et al., 2013). Esta análise, conhecida como análise preditiva, tem sido utilizada para deduzir as 

funções de interesse agronômico de comunidades bacterianas de plantas (WEMHEUER et al., 

2017) e solo (KAISER et al., 2016); no estudo de doenças causadas por bactérias 

(HASEGAWA et al., 2017) e ainda na busca por genes de interesse industrial aplicados em 

reatores de digestão anaeróbica (CHO et al., 2017).  

Estudos metagenômicos das funções da comunidade bacteriana endofítica de cana-de-

açúcar ainda são poucos explorados. Isto poderia estar relacionado à natureza da planta e ao 

baixo conteúdo genético bacteriano, conforme demostrado por DOS-SANTOS et al., (2017). 

Sendo assim, a análise preditiva de funções desta comunidade pode trazer informações 

relevantes ao avanço do conhecimento da interação de bactérias endofíticas e a cana-de-

açúcar.  

Aqui foi feita uma análise de predição, representativa, do conteúdo funcional da 

comunidade bacteriana presente em amostras de colmo de cana-de-açúcar, por meio de duas 

metodologias em duas variedades de cana-de-açúcar. Também foi descrita uma possível 

estratégia para a utilização do pacote R Tax4Fun para análise preditiva a partir de dados 

obtidos em análises no Mothur. 
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5.4 MATERIAL E MÉTODOS 

5.4.1 Origem das amostras 

As amostras tiveram sua origem em dois trabalhos distintos: o primeiro conjunto de 

amostras provém de um estudo da comunidade bacteriana endofítica de amostras de colmo de 

uma variedade de cana-de-açúcar, utilizando um protocolo de enriquecimento das células 

bacterianas (Capítulo I). O segundo conjunto teve sua origem no estudo da comunidade 

bacteriana presente no líquido do apoplasto de colmo de cana-de-açúcar de duas variedades 

(Capítulo II). Sendo assim, os conjuntos de amostras foram organizados em origem (material 

de estudo: colmo/apoplasto) e variedade (Tabela 8).  

 

Tabela 8: Organização distribuição das amostras utilizadas para a predição de funções 

gênicas 

Material Variedade Amostras Origem 

Colmo RB867515 A1, A2 e A3 Capítulo I 

Apoplasto 
RB867515 P07, P11 e P20 

Capítulo II 
RB92579 P10, P12 e P16 

  

5.4.2 Adaptação dos dados obtidos em análise no Mothur para aplicação no Tax4Fun 

Após a obtenção de informações de OTUs de cada amostra, foram extraídas do 

Mothur as sequencias representativas de cada unidade taxonômica (OTU). Para análise 

preditiva foram selecionadas as 20 principais OTUs de cada conjunto de dados. Estes foram 

reclassificados utilizando o script assign_taxonomy.py no QIIME (CAPORASO et al., 2010) 

pelo método BLAST (ALTSCHUL et al., 1997), tendo como banco de dados 

SilvaSSURef_123_NR, disponível no site oficial do Tax4Fun (http://tax4fun.gobics.de/). Em 

seguida, os dados do Mothur foram transformados para arquivo do tipo BIOM (Biological 

Observation Matrix), e convertidos para um arquivo do tipo tabular, utilizando o pacote 

“Biom-format” (MCDONALD et al., 2012) no Python (https://www.python.org/), que 

continha informações sobre o número de reads de cada OTU. Neste arquivo foi editado o 

campo “taxonomy”, adicionando as informações obtidas na classificação no QIIME. O 

arquivo final está representado na Figura 15.  

 

 
Figura 15: Visão geral do arquivo gerado para uso no Tax4Fun. A primeira coluna indica o 

número da OTU, a segunda, terceira e quarta representam o número de reads de cada 

amostra para cada OTU e a última coluna a sua respectiva classificação taxonômica. 
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5.4.3 Predição das funções no Tax4Fun 

A tabela contendo as informações de classificação taxonômica e abundancia de cada 

OTU foi importada para o pacote Tax4Fun, utilizando o R Studio (https://www.rstudio.com/), 

seguindo os parâmetros descritos pelos autores (AßHAUER et al., 2015) para reads de 200-

400 pares de base e o perfil de referência obtido pelo UProC (MEINICKE, 2014). Para esta 

análise foi utilizado o banco de dados de referência SILVA 123 (QUAST et al., 2013) 

disponível no site oficial do Tax4Fun. Os resultados obtidos foram analisados utilizando a 

ferramenta online MicrobiomeAnalyst (DHARIWAL et al., 2017) com a opção “Shotgun 

Data Profiling (SDP)”, onde os genes anotados em KEGG (KANEHISA et al., 2016) pelo 

Tax4Fun foram categorizados em classes de metabolismo, módulos e COG (Clusters of 

Orthologous Groups) (TATUSOV et al., 2000).  
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5.5 RESULTADOS 

5.5.1 Grupos de genes previstos pelo Tax4Fun para os conjuntos de amostras de cana-

de-açúcar avaliadas e sua distribuição 

A análise preditiva no Tax4Fun com as 20 principais OTUs de cada conjunto de dados 

deram origem à ~4500 genes anotados no KEGG (Tabela disponível online – 

https://goo.gl/uokqeJ). Quando os conjuntos de dados foram comparados, foi possível 

observar diferenças nos grupos de genes que estão presentes no conjunto “Apoplasto” em 

relação a “Colmo”, porém, não foi possível observar diferenças entre as variedades, de modo 

que formaram agrupamentos entre elas (Figura 16). 

Os principais grupos de genes (módulos ou unidades funcionais) foram: metabolismo 

de aminoácidos aromáticos (12% do total), cofator e biossíntese de vitaminas (12%), 

degradação de compostos aromáticos (11%), metabolismo central de carboidratos (10%) e 

outros relacionados (7%), capacidade metabólica (9 %), Fixação de carbono (4%), 

metabolismo de cisteína e metionina (4%), metabolismo do metano (4%), biossíntese da 

cadeia principal de terpenoide (4%), metabolismo do nitrogênio (4%), metabolismo da lisina 

(3%). Estes grupos demonstram ser homogêneos dentre as amostras. Outros grupos, como por 

exemplo o de etabolismo de lipídeos, metabolismo de arginina e prolina, e metabolismo de 

enxofre, foram mais abundantes no grupo de amostras “colmo” (A1, A2, A3); enquanto que 

para o grupo de amostra “Apoplasto”, os módulos de biossíntese de metabolitos secundários e 

metabolismo de histidina foram os mais abundantes (Figura 17). 
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Figura 16: Heat-map representando os genes descritos na análise preditiva de cada amostra e 

a relação entre amostras e variedades. Foi utilizado o método de distância Euclidiana 

e Ward para a formação dos clusteres (agrupamentos). 
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Figura 17: Unidades funcionais (módulos) baseadas em anotação do banco de dados KEGG e 

sua respectiva abundancia por amostra. 

 

Algumas vias com funções de interesse biotecnológico puderam ser destacadas, com 

potenciais aplicações à agricultura e biorremediação. Por exemplo, a unidade funcional 

“Metabolismo de Nitrogênio” foi representado, na análise preditiva, com 4 vias metabólicas 

do ciclo do nitrogênio, incluindo genes atuantes no processo de Fixação Biológica de 

Nitrogênio e de Desnitrificação. Genes relacionados ao ciclo do metano também foram 

descritos, contendo 8 representantes (vias metabólicas). Processos de Biossíntese de 

Metabolitos Secundários também foram encontrados, como a síntese de Flavonoides e 

Penicilina. Em relação a processos aplicáveis a biorremediação, foi possível detectar genes 

envolvidos na degradação de xenobióticos, como por exemplo o Tolueno e Benzeno (Figura 

18). 
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Figura 18: Destaque das principais funções de interesse biotecnológico presentes nas amostras e suas respectivas abundâncias. 
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5.6 DISCUSSÃO 

O uso do sequenciamento metagenômico tem revolucionado os estudos de funções 

exercidas por comunidades microbianas em diversas áreas, como na medicina 

(TURNBAUGH et al., 2009), agricultura (SESSITSCH et al., 2012) e ambiental 

(GIGLIUCCI et al., 2017). Para algumas amostras, esta metodologia de sequenciamento 

poderia ser dificultosa, devido a problemas, como por exemplo, a obtenção de DNA total de 

boa qualidade e ainda a quantidade de massa total dessa amostra (DOS-SANTOS et al., 2017; 

WILSON; PIEL, 2013). Deste modo, muitos estudos limitam-se ao sequenciamento de genes 

16S rRNA e a classificação taxonômica dos microrganismos. Entretanto, 16S rRNA ainda é 

uma poderosa ferramenta nos estudos de comunidades microbianas, na qual, hoje com a 

introdução de novas tecnologias de sequenciamento (sequenciamento em larga escala) e novas 

ferramentas de bioinformática, tem proporcionado um melhor entendimento das relações 

filogenéticas presentes nestas comunidades (JOVEL et al., 2016). 

Em 2007, CASE et al. demonstraram que um gene funcional (rpoB) poderia também 

ser utilizado como um marcador molecular, como o 16S rRNA, na classificação taxonômica 

de espécies bacterianas. Seu trabalho utilizou sequencias do gene rpoB e 16S rRNA 

depositados no banco de dados de genomas do NCBI de representantes dos filos 

Actinobacteria, Cianobacteria, Chlamidae, Firmicutes, Proteobacteria e Spirochaetes. Estas 

sequencias foram utilizadas para a montagem de duas árvores filogenéticas (uma para o gene 

rpoB e outra para 16S rRNA) e em seguida os perfis filogenéticos destas árvores (a 

organização dos clusters) foram comparadas. Os autores observaram que o perfil filogenético 

foi similar entre os genes. A correlação entre a filogenia e os atributos funcionais depende de 

fatores que incluem a complexidade da característica (função) (MARTINY; TRESEDER; 

PUSCH, 2013), porém as semelhanças no perfil filogenético entre os genes sugere que é 

possível prever as funções presentes em um genoma de um organismo nunca antes estudado 

com base em funções de genomas conhecidos e estreitamente relacionados (LANGILLE et 

al., 2013). Essas predições dos possíveis genes dos microrganismos em estudo poderiam ser 

feitas com base em descrições contidas em dados da literatura, porém isto requereria tempo e 

dependeria da fonte de dados consultada. Deste modo, a aplicação de tal estratégia requer um 

método automatizado que formaliza a relação entre distância evolutiva e potencial funcional 

em todo o metagenoma, explicando a variação na cópia do gene e se aproximando à precisão 

de um sequenciamento metagenômico (KEMBEL et al., 2012; LANGILLE et al., 2013). 

Programas de bioinformática (ou pacotes) que automatizam esta predição foram 

desenvolvidos, como por exemplo o PICRUSt (Phylogenetic Investigation of Communities by 

Reconstruction of Unobserved States) (LANGILLE et al., 2013) e o Tax4Fun (Taxonomy for 

Functions) (AßHAUER et al., 2015), onde o primeiro infere o conteúdo de genes por meio de 

uma árvore filogenética de 16S rRNA dependendo, assim, da topologia e a distância dos 

organismos na árvore. Como um organismo mais próximo dentro da topologia da árvore 

sempre existe, PICRUSt correlaciona todas as OTUs, mesmo que as distâncias filogenéticas 

sejam grandes. Este procedimento pode ser problemático ao analisar comunidades 

microbianas que possuem filos pouco caracterizados. Já pelo Tax4Fun, as sequências do gene 

16S rRNA são relacionadas com a anotação funcional de genomas procarióticos já 

sequenciados e a análise é realizada com a identificação de um único organismo mais 

próximo com base em similaridade de 16S rRNA. Sendo assim, é mais preciso quanto à 

previsão da composição funcional, pois trata-se de avaliar um único organismo por OTU, não 

em um conjunto de organismos próximos por OTU. Outra limitação encontrada no uso do 
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PICRUSt foi quanto ao banco de dados de referência que as amostras devem classificadas. Ou 

seja, o seu arquivo de entrada (a classificação taxonômica das OTUs) deve ser classificado 

segundo o banco de dados Greengenes. Para o presente estudo, após a reclassificação das 

OTUs (utilizando o Greengenes) houve diferenças nesta classificação, quando comparadas 

com a amostra original (classificada de acordo com o SILVA e comparadas com o NCBI), o 

que poderia gerar uma falsa composição das funções previstas. Isto pode ser devido às 

atualizações dos bancos de dados, onde o banco de dados SILVA demonstrou sofrer uma 

maior frequência de atualizações de seus dados, tornando seus dados mais curados do que o 

Greengenes. 

O Tax4Fun transforma a classificação taxonômica das OTU em perfil taxonômico de 

organismos KEGG, que é subsequentemente normalizado pelo número de cópia do 16S 

rRNA. Posteriormente, os perfis gênicos anotados no KEGG são convertidos em um 

“metagenoma artificial”, combinando os perfis funcionais calculados para cada um dos 

genomas disponível no KEGG. Este “metagenoma artificial” gerados por pacotes, como o 

Tax4Fun, tem demonstrado estar altamente correlacionado com os perfis funcionais 

encontrados em um sequenciamento metagenômico propriamente dito; mesmo para amostras 

que possuam diversos microrganismos ainda desconhecidos ou não cultiváveis, como por 

exemplo solos, foi possível obter um alto coeficiente de correlação Spearman entre perfis 

funcionais previstos pelo Tax4Fun e o sequenciamento metagenômico (0,871) (ASSHAUE et 

al., 2015). 

O Tax4Fun foi desenvolvido para ser aplicado com dados obtidos em análise no 

QIIME utilizando o banco de dados do SILVA ou o servidor SILVAngs. Entretanto, aos 

usuários do Mothur, até o presente momento, não havia compatibilidade para o uso deste 

pacote. Aqui foi desenvolvido uma adaptação para aplicar os resultados obtidos em análise no 

Mothur para o Tax4Fun. Neste caso, os usuários podem realizar todas as análises no Mothur, 

e ao término, obter as sequencias representativas. Em seguida estas sequencias são 

reclassificadas no QIIME. Isto foi necessário pois o Tax4Fun precisa que as classificações 

estejam até o nível de espécie para a previsão das funções. No Mothur, os autores não 

recomendam esta classificação pois, segundo eles, para reads ≤ 250 pb poderia gerar uma 

classificação imprecisa a nível de espécie (SCHLOSS et al., 2009).  

A predição das funções (genes) que poderiam ser encontrados nas amostras estudadas 

demonstrou diferenças entre a metodologia de obtenção das amostras (Figura 14), porém não 

entre as amostras de cada grupo, ou seja, o perfil de genes presentes no conjunto “Apoplasto” 

diferiu dos dados obtidos das amostras de enriquecimento celular bacteriano de colmo 

(conjunto “Colmo”). Isto pode refletir a composição das OTUs presente em cada conjunto de 

dados, onde para as OTUs presentes nas amostras do conjunto “Colmo” foram mais 

homogêneas em comparação a do “Apoplasto”. Esta homogeneidade/heterogeneidade 

também pode ser observada na análise de PCA (Capítulo II) e ainda a ao observar as curvas 

de rarefação (Capítulo I – conjunto Colmo, Capítulo II – conjunto Apoplasto). 

A composição gênica prevista pelo Tax4Fun revelou funções de interesse para 

agricultura e biorremediação. Dentre as unidades funcionais (módulos) relacionadas a 

aplicação na agricultura, o Metabolismo de Nitrogênio foi representado com 4 vias 

metabólicas envolvidas nos processos de desnitrificação e fixação biológica de nitrogênio 

(FBN). A FBN é um processo de grande interesse para a agricultura devido as suas vantagens 

(PEREIRA; REIS, 2011). Bactérias capazes de realizar esta função (chamadas de 

diazotróficas) já foram relatadas em tecidos de cana-de-açúcar (ANDO et al., 2005; 

THAWEENUT et al., 2011) e ainda sua aplicabilidade no cultivo desta planta (DE 

NOGUEIRA et al., 2001; FISCHER et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2009). De mesmo modo, 

o processo de desnitrificação (redução do nitrato para gás nitrogênio – N2) pode trazer 

diferentes contribuições para a planta, como por exemplo, quando o nitrogênio está na forma 
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de NO no processo de desnitrificação, pode alterar o crescimento de raízes laterais e 

adventícias, e modulando a produção de auxina (CORREA-ARAGUNDE et al., 2016; 

PAGNUSSAT; LANTERI; LAMATTINA, 2003; PII et al., 2015) e ainda atuando no ciclo do 

nitrogênio em conjunto com bactérias diazotróficas (na qual torna biodisponível o N2 na 

forma de NH4
+
 através da enzima nitrogenase) (BEDMAR et al., 2013). Bactérias que 

possuem esta característica também têm sido relatadas em tecidos de cana-de-açúcar (YEOH 

et al., 2016). 

Outras funções de interesse agrícola estão relacionadas à síntese de metabólitos 

secundários. Na análise preditiva foi possível detectar a presença de vias metabólicas ligadas 

a produção de antibióticos β-lactâmicos, como clavaminato, que já  teve relatada sua produção 

por Streptomyces clavuligerus (SALOWE; MARSH; TOWNSEND, 1990); a cefamicina, que 

também já teve relatada em S. clavuligerus, mas as bactérias Nocardia lactamdurans e 

Lysobacter lactamgenus também são capazes de produzir este antibiótico (LIRAS, 1999); e a 

penicilina, comumente sintetizada por fungos do gênero Penicillium, também foram 

detectados genes relacionados a produção deste composto nas bactérias Burkholderia 

fungorum e Mesorhizobium loti (KALIA et al., 2007). A produção destes antibióticos 

poderiam estar auxiliando a planta na proteção contra patógenos (RAAIJMAKERS; VLAMI; 

DE SOUZA, 2002). Ainda em relação aos metabólitos secundários, foram encontrados genes 

relacionados a via metabólica de biossíntese de flavonoides. Neste caso, estes compostos têm 

sido relatados como responsáveis por atrair bactérias simbiontes em plantas (ABDEL-

LATEIF; BOGUSZ; HOCHER, 2012; REDDY et al., 2007), e ainda exercem funções de 

proteção a planta a fatores abióticos, como por exemplo contra o estresse oxidativo 

desencadeado pelo excesso de raios UV e baixa irrigação (TATTINI et al., 2004) e proteção 

contra patógenos pela ação anti-sensoriamento populacional (quorum sensing) 

(KORDBACHEH; EFTEKHAR; EBRAHIMI, 2017). Apesar de ser uma característica de 

plantas a produção de flavonoides, em 2015 houve o primeiro relato de que a produção de um 

flavonoide por bactéria - a Streptomyces clavuligerus, que é capaz de produzir o composto 

naringenina (ÁLVAREZ-ÁLVAREZ et al., 2015). Este composto foi relatado como 

estimulador da colonização de Azorhizobium caulinodans em raízes de Arabidopsis thaliana 

(GOUGH et al., 1997) e trigo (WEBSTER et al., 1998). Também foi descrito como regulador 

na expressão de genes envolvidos na síntese da parede celular e produção de fitohormonios 

em H. seropedicae (TADRA-SFEIR et al., 2011). Outra via metabólica prevista nas análises 

envolve genes relacionados a produção de monolignol. Esta via está ligada a produção da 

parede celular das células vegetais (WANG et al., 2013b) e genes envolvidos na síntese de seu 

precursor (fenilalanina) têm sido relatados em sedimentos de Streptomyces maritimus 

(MOORE et al., 2002). 

Para a unidade funcional de metabolismo de metano foram previstos, principalmente, 

genes envolvidos na via de assimilação de formaldeído e oxidação do metano. Bactérias 

metanotróficas, aquelas que são capazes de assimilar o metano como sua fonte de carbono 

(HANSON; HANSON, 1996), têm sido reportadas como importantes coadjuvantes na 

biorremediação de áreas contaminadas com metais pesados e poluentes orgânicos (PANDEY 

et al., 2014). Em relação à sua aplicabilidade na agricultura, em plantas de arroz, um estudo 

baseado em análises de proteomica, revelou a presença de bactérias do gênero Methylocella 

colonizando esta planta e contribuindo para o desenvolvimento da mesma através da fixação 

biológica de nitrogênio, além de sua principal característica – oxidar o metano atmosférico 

(BAO et al., 2014). 

Em relação a unidade funcional de degradação de compostos aromáticos, em sua 

maior parte foi composta por degradação de xenobióticos. Bactérias que exercem esta função 

podem ser utilizadas no processo de biorremediação (WIDADA; NOJIRI; OMORI, 2002). 

Dentre as vias metabólicas encontradas, incluem a degradação de compostos que poderiam ser 
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encontrados em ambientes contaminados por petróleo. Neste contexto, diferentes bactérias 

têm sido utilizadas para a descontaminação (CHEN et al., 2015), como por exemplo o 

Bacillus cereus (BANERJEE; GHOSHAL, 2017).  

Estas funções apresentadas aqui poderiam ser aplicadas no cultivo da cana-de-açúcar 

(e outras poaceae/plantas), empregando metodologias da engenharia genérica como por 

exemplo, um gene de interesse poderia ser expresso de forma heterólogo em outra bactéria 

(WILSON; PIEL, 2013), e ainda aumentar a sua expressão (GONG et al., 2017; LOACES et 

al., 2015). Esta abordagem permitiu avaliar a expressão do gene 1-aminociclopropano-1-

carboxilato deaminase (acdS) (pertencente a cadeia de síntese do fitohomônio etileno) de uma 

bactéria não-cultivável, através da montagem da biblioteca metagenômica e expressão 

heteróloga em células de E. coli (NIKOLIC; SCHWAB; SESSITSCH, 2011), demonstrando 

que as funções úteis de microrganismos não-cultiváveis poderiam ser melhor compreendidas e 

ainda aplicadas. Outra forma de explorar estas funções poderia ser através do consórcio dos 

microrganismos identificados na análise preditiva com habilidades benéficas, como por 

exemplo, a utilização de um inoculante que possui um consórcio de bactérias diazotróficas 

(capazes de tornar biodisponível o nitrogênio atmosférico) no cultivo da cana-de-açúcar (DA 

SILVA et al., 2009) e arroz (SILVA FERREIRA; IVO BALDANI; DIVAN BALDANI, 

2010). Para além disto, avanços na engenharia genética poderá harmonizar a utilização das 

funções benéficas dos microrganismos não-cultiváveis (através da expressão heteróloga) em 

consórcio com microrganismos cultiváveis com características benéficas já bem descritas. 
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5.7 CONCLUSÕES 

 A análise preditiva das funções relacionadas a microbiota endofítica presente em colmos 

de cana-de-açúcar demonstrou um grande potencial metabólico de aplicações 

biotecnológicas. 

 

 O conjunto de genes previsto para esta comunidade foi ligado a diferentes campos de 

aplicação, que envolveram desde a aplicação na agricultura (como por exemplo genes 

atuantes nas vias de fixação biológica de nitrogênio e produção de flavonoides) e na 

biorremediação (como por exemplo, o tratamento de áreas contaminadas por compostos 

presentes no petróleo). 

 

 Este foi um estudo exploratório, porém futuros trabalhos que abordem a utilização destas 

funções de forma biotecnológica podem trazer grandes avanços para a agricultura e a 

biorremediação. 
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6 CAPÍTULO IV 

 

 

 

DIVERSIDADE DE BACTÉRIAS DO GÊNERO SPHINGOMONAS 

ASSOCIADAS AO LÍQUIDO DO APOPLASTO DE COLMO DE  

CANA-DE-AÇÚCAR 
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6.1 RESUMO 

O gênero Sphingomonas compreende bactérias Gram-negativas, em forma de bastonetes, 

aeróbicas e sua principal fonte de carbono é a glicose. Sua membrana externa possui 

glicoesfingolipídeos (GSLs), que se difere de outras bactérias Gram-negativas que possuem 

lipopolissacarídeos (LPSs). Isolados deste gênero têm sido descritos como associativos de 

espécies de plantas agronomicamente importantes, como arroz, milho e soja. Outros trabalhos 

têm demonstrado benefícios proporcionados por estas bactérias como a proteção contra 

patógenos e promoção do crescimento vegetal, através da produção de fitohormonios e 

fixação biológica de nitrogênio. O líquido do apoplasto compõe ~3 % do volume do colmo de 

cana-de-açúcar e possui aproximadamente ~12 % de sacarose. Esse espaço intercelular tem 

sido descrito como um local apropriado para o estabelecimento de bactérias endofíticas tais 

como as bactérias diazotróficas Gluconacetobacter diazotrophicus e Herbaspirillum 

seropedicae. Estudos recentes utilizando abordagens independentes e dependente de cultivo 

têm reportado a presença desse gênero em amostras de cana-de-açúcar, porém sua diversidade 

tem sido pouco avaliada. Trabalhos que visam o isolamento de espécies deste gênero têm sido 

baseados em seleção de colônias com pigmento amarelo, e utilizando antibióticos como 

estreptomicina e piperacilina, o que possibilita a redução de microrganismos não-alvo 

(“background”) na seleção das colônias. O presente trabalho fez uso do líquido do apoplasto 

de colmo de cana-de-açúcar de duas variedades, e meios de cultura (rico e mínimo 

suplementado com antibióticos) com o objetivo de avaliar a diversidade de isolados do gênero 

Sphingomonas. Foram obtidos 57 isolados de colônias com coloração amarelas/laranjas. O 

DNA genômico foi extraído e submetido à uma análise de PCR utilizando iniciadores 

específicos para Sphingomonas. Foram observados produtos de amplificação para 88 % dos 

isolados. O uso da técnica de BOX-PCR permitiu a identificação de 7 grupos principais e 

outros isolados, totalizando 30 filotipos com similaridade de ≥ 70 %. O sequenciamento do 

gene 16S rRNA dos representantes de cada grupo e dos demais filotipos demonstraram 

similaridade ≥ 80 % com espécies já descritas, como por exemplo S. paucimobilis e S. 

azotifigens. Porém, alguns perfis filogenéticos sugerem a existência de novas espécies. Os 

resultados deste estudo ampliaram o conhecimento sobre a ocorrência de Sphingomonas nos 

tecidos de cana-de-açúcar e podem contribuir para o desenvolvimento de novos insumos 

baseados na interação planta-Sphingomonas. 

 

Palavras-chave: Sphingomonas. BOX-PCR. PCR gênero-específico. 16S rRNA. 

Diversidade.
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6.2 ABSTRACT 

The Sphingomonas genus comprises bacterial gram-negative, rod-shaped, aerobic and your 

main source of carbon is glucose. Its outer membrane have glycosphingolipid (GSLs), which 

differs from other gram-negative bacteria that possess lipopolysaccharides (LPSs). Isolates of 

this genus have been described as associative of agriculturally important plant species, such as 

rice, maize and soybeans. Other studies have shown benefits provided by these bacteria as 

protection against pathogens and plant growth promotion, through the production of 

phytohormones and biological nitrogen fixation. The apoplast sap composes ~ 3% of the 

volume of the sugarcane stem and has about ~ 12% sucrose. This intercellular space has been 

described as an appropriate location for the establishment of endophytic bacteria such as the 

diazotrophs Gluconacetobacter diazotrophicus and Herbaspirillum seropedicae. Recent 

studies using culture-independent and -dependent approaches have reported the presence of 

this genus in sugarcane samples, but your diversity has been little evaluated. Works aimed at 

the isolation of species of this genus have been based on selection of colonies with yellow 

pigment, and using antibiotics such as streptomycin and piperacilin, which enables the 

reduction of non-target organisms (background) in selection of the colonies. The present work 

used of the apoplast sap of sugarcane stems of two varieties and culture media (rich and 

minimal, supplemented with antibiotics) to assess the diversity of isolates of the 

Sphingomonas genus. 57 isolated colonies were obtained with yellow/orange coloring. 

Genomic DNA was extracted and subjected to PCR analysis using specific primers for 

Sphingomonas. Were observed amplification products for 88% of the isolates. The use of the 

technique of BOX-PCR allowed the identification of 7 main groups and other isolates, 

totaling 30 filotypes with similarity of ≥ 70%. The 16S rRNA gene sequencing of the 

representatives from each group and the remaining filotypes showed similarity ≥ 80% with 

already described species, such as S. paucimobilis and S. azotifigens. However, some 

phylogenetic profiles suggest the existence of new species. The results of this study have 

amplified knowledge about the occurrence of Sphingomonas in tissues of sugarcane and can 

contribute to the development of new inputs based in plant-Sphingomonas interaction. 

 

Keywords: Sphingomonas. BOX-PCR. Gender-specific PCR. 16S rRNA.  
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6.3 INTRODUÇÃO 

O gênero Sphingomonas, descrito por Yabuuchi et al. (1990), compreende bactérias 

Gram-negativas, em forma de bastonetes, com tamanho celular que varia de 0,2–1,4 x 0,5–4,0  

m, estritamente aeróbicas e sua principal fonte de carbono é a glicose, porém outros tipos de 
açúcares como a sacarose, galactose e xilose também são assimilados por bactérias deste 

gênero (GARRITY et al., 2005; GLAESER; KÄMPFER, 2014). Suas colônias podem chegar 

até aproximadamente 1 mm de diâmetro e produzem principalmente um pigmento amarelo 

(GARRITY et al., 2005). Sua membrana externa possui glicoesfingolipídeos (GSLs), do qual 

se difere de outras bactérias Gram-negativas que possuem lipopolisacarídeos (LPS) 

(TAKEUCHI; HAMANA; HIRAISHI, 2001). As principais espécies descritas deste gênero 

provêm de origem clínica, como a Sphingomonas adhaesiva, Sphingomonas capsulata, 

Sphingomonas parapaucimobilis, Sphingomonas yanoikuyae e Sphingomonas paucimobilis 

(espécie tipo) (YABUUCHI; YANO; OYAIZU, 1990), porém, de acordo com o LPSN (List 

of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature) hoje há 111 espécies deste gênero 

(PARTE, 2013), isolados de diversos ambientes, como rizosfera (CHUNG et al., 2011), solo 

(LEYS et al., 2004) e água doce e marinha (CHANG et al., 2000). Isolados deste gênero 

também têm sido descritos como associativas de espécies de plantas agronomicamente 

importantes, como arroz (VIDEIRA et al., 2009), milho (GAO et al., 2016) e soja 

(KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2005), e outros trabalhos têm demonstrado benefícios 

proporcionado por estas como a biorremediação (LEYS et al., 2004; ZHOU et al., 2012), 

proteção contra patógenos vegetais (INNEREBNER; KNIEF; VORHOLT, 2011) e promoção 

do crescimento vegetal, através da produção de fitohormônios (TSAVKELOVA; 

CHERDYNTSEVA; NETRUSOV, 2005) e fixação biológica de nitrogênio (VIDEIRA et al., 

2009; MUANGTHONG; YOUPENSUK; RERKASEM, 2015).  

O líquido do apoplasto compõe ~3 % do volume do colmo de cana-de-açúcar e possui 

aproximadamente ~12% de sacarose (DONG et al., 1994). Esse espaço intercelular tem sido 

descrito como um possível local para o estabelecimento de bactérias endofíticas (DONG; 

MCCULLY; CANNY, 1997), como bactérias diazotróficas Gluconacetobacter 

diazotrophicus (CAVALCANTE; DOBEREINER, 1988; GILLIS et al., 1989) e 

Herbaspirillum seropedicae (BALDANI et al., 1986), porém, ainda há a discussão sobre a 

real localização dos endófitos nos tecidos internos ca cana-de-açúcar (JAMES et al., 2001).  

Estudos recentes utilizando abordagens independentes (DE SOUZA et al., 2016; 

YEOH et al., 2016; DOS-SANTOS et al., 2017) e dependente de cultivo (BENEDUZI et al., 

2013) têm reportado a presença do gênero Sphingomonas em amostras de cana-de-açúcar, 

porém sua diversidade é pouco conhecida. Trabalhos que visam o isolamento de espécies 

deste gênero têm sido baseados em seleção de colônias de pigmento amarelo, e utilizando 

antibióticos como estreptomicina (VANBROEKHOVEN et al., 2004) e piperacilina (YIM et 

al., 2010), o que possibilita a redução de microrganismos não-alvo (background) na seleção 

das unidades formadoras de colônias (UFCs). 

Neste presente trabalho, foi utilizado o líquido do apoplasto de colmo de cana-de-

açúcar de duas variedades comerciais (RB867515 e IACSP5000), e meios rico e mínimo 

suplementado com antibióticos com o objetivo de avaliar a diversidade de Sphingomonas a 

partir de análise de colônias com pigmentos amarelos e laranjas. 
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6.4 MATERIAS E MÉTODOS 

6.4.1 Extração do líquido do apoplasto e semeadura em meios de cultivo 

O líquido do apoplasto das variedades RB867515 e IACSP5000 foi extraído utilizando 

a metodologia de DONG et al. (1994), na qual consistiu em descascar, desinfestar e 

centrifugar pedaços de colmo, contendo somente os entrenós e com ~10 cm, em tubos de 50 

mL. 

Após a extração do líquido do apoplasto, foram feitas diluições até 100x em solução 

salina 0,9%, e foram inoculadas 100 µL de cada diluição em placas de petri contendo 20 mL 

dos meios sólidos DYGS, JMV e L9 (ver composição em Anexo I), suplementado com 50 µg 

mL
-1

 de cicloheximida, 100 µg mL
-1

 estreptomicina (VANBROEKHOVEN et al., 2004) e 50 

µg mL
-1

 de piperacilina (YIM et al., 2010). Os inóculos foram cultivados por 4 dias à 30 °C. 

6.4.2 Seleção de colônias Sphingomonas-tipo e preparo de estoques 

Após 4 dias de cultivo, foram selecionadas colônias que apresentaram a coloração 

amarelo/laranja de cada meio e diluição, e em seguida, os isolados foram repicados para uma 

nova placa (placa-mestre) de seus respectivos meios de origem, desta vez sem antibiótico. 

Estas placas foram então incubadas à 30 °C por 48 hrs. 

Os estoques dos isolados foram preparados através do cultivo destes em 3 mL de meio 

DYGS líquido por 24 hrs à 30 °C sob agitação à 200 rpm. Em seguida foram aliquotados duas 

réplicas de 1 mL de cada isolado em criotubos de 1,5 mL, centrifugando-os à 5.000 x g por 10 

min à 20 °C, retirando o sobrenadante no final e adicionando 1 mL da solução glicerol-água 

50 % (v/v). Após completa homogeneização dos estoques, uma réplica de cada isolado foi 

armazenada à -20 °C e a outra à -70 °C. Os isolados foram nomeados com códigos que 

representam o meio de origem (DYGS =DY; JMV = JM; L9 = L9), a variedade de cana-de-

açúcar (RB867515 = RB; IACSP5000 = IAC); o material de origem (Apoplasto = AP); a data 

de preparo do estoque (4/4/2017 = 44) e seu respectivo número. 

6.4.3 Extração do DNA genômico e quantificação 

Um mililitro dos inóculos de cada isolado em meio DYGS líquido, foi utilizado para a 

extração de DNA genômico (gDNA), na qual foi utilizado o kit de extração Wizard Genomic 

DNA Purification, ressuspendendo o gDNA resultante em 50 µL de água grau PCR e 

deixando à 4 °C por 12 hrs para total ressuspensão. 

Os gDNA dos isolados foram então quantificados por espectrofotometria, no 

equipamento NanoDrop, e em seguida foi verificado a sua integridade em eletroforese gel de 

agarose não-desnaturante à 0,8 %, utilizando ~100 ng de gDNA de cada isolado. 

6.4.4 Confirmação dos isolados por PCR com iniciadores específicos para o gênero 

Sphingomonas 

Para a confirmação dos isolados positivos para Sphingomonas foram utilizados ~50 ng 

do gDNA de cada isolado em reações de PCR com os iniciadores Sph-spt694f  

(5’-GAGATCGTCCGCTTCCGC-3’) e Sph-spt983r (5’-CCGACCGATTTGGAGAAG-3’) 

específicos para o gene Serina palmitoiltransferase (spt) de Sphingomonas (YIM et al., 2010). 

As reações foram executadas em sistemas de 20 µL, na qual possuíam 1x do tampão Green 

GoTaq Flexi Buffer, 1,5 mM da solução de MgCl2, 50 µM de cada dNTP, 0,5 µM de cada  

iniciador, 0,5 U da enzima GoTaq DNA Polimerase e ~5 ng de DNA molde, utilizando uma 
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desnaturação inicial à 94 °C por 5 min, seguido de 30 ciclos de 94 °C por 45 seg, 55 °C por 

45 seg e 72 °C por 45 seg, ao término, foi adicionado uma etapa de 72 °C por 5 min. Os 

amplicons foram eletroforeticamente separados em um gel de agarose não-desnaturante à 3 %, 

e foram selecionados os isolados com amplificação positiva (com o tamanho do amplicon 

esperado de ~300 pb) para posterior análises. 

 Para confirmar a especificidade dos iniciadores para o gene spt de Sphingomonas, 

foram utilizados 5 isolados anteriormente classificados como sendo do gênero Sphingomonas 

e depositados na Coleção de Culturas de Bactérias Diazotróficas (CCBD) da Embrapa 

Agrobiologia e 1 isolado deste trabalho. Após amplificação com os iniciadores para o gene spt 

e confirmação em gel de agarose, os amplicons foram sequenciados utilizando a metodologia 

Sanger e as sequencias foram comparadas com o banco de dados não redundante (nr) do 

NCBI. 

6.4.5 Caracterização por BOX-PCR 

Para a separação dos filotipos dos isolados selecionados na PCR-spt (positivos, com 

tamanho de amplicon esperado de ~300 pb) em clusters (grupos), foi realizado a análise por 

BOX-PCR, utilizando aproximadamente 30 ng de gDNA em reações de 10 µL, na qual 

possuíam 1x do tampão Green GoTaq Flexi Buffer, 1,5 mM da solução de MgCl2, 75 µM de 

cada dNTP, 1 µM do iniciador BOXA1R (5’-CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3’) 

(VERSALOVIC; SCHNEIDER; BRUIJN, 1994), 1 U da enzima GoTaq DNA Polimerase e 

~30 ng de DNA molde. O ciclo de reações consistiu em uma desnaturação inicial à 95 °C por 

5 min, e 30x de 94 °C por 1 min, 54 °C por 1 min e 65 °C por 8 min, ao término, foi 

adicionado uma etapa de 65 °C por 16 min. Em seguida, 5 µL dos amplicons foram 

eletroforeticamente separados em um gel de agarose não-desnaturante à 2 % à 90 volts por 2 

hrs. Os géis foram corado com solução de brometo de etídio a 10 mg/ml e em seguida 

visualizados a transluminação UV utilizando o fotodocumentador Kodak Gel Logic 100 

Imaging System. As imagens geradas foram analisadas no software BioNumerics (Applied 

Mathematics, Kortrijk, Belgium, versão 7.0), gerando dendogramas com o algoritmo UPGMA 

(Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic Mean) e coeficiente de Jaccard (J) 

(SNEATH; SOKAL, 1973), com um tolerância de 2% (KASCHUK et al., 2006), onde foram 

gerados clusters (grupos) com similaridade ≥ 70 %. 

6.4.6 Sequenciamento dos genes 16s rRNA e classificação taxonômica 

Um representante de cada grupo (cluster) formado na análise de BOX-PCR, os demais 

filotipos com similaridade menor que 70 % entre os isolados e um isolado com resultado 

negativo para a PCR com os iniciadores específicos para o gene spt, foram utilizados para o 

sequenciamento do gene 16S rRNA e análise de taxonomia. Para esta análise, primeiro foi 

realizado a PCR dos genes 16S rRNA com os iniciadores 27F (5’-

GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) (LANE, 1991) e Amp2 (5’-

AAGGAGGTGATCCARCCGCA-3’) (WANG; QI; CUTLER, 1993), com reações de 20 µL 

compostas por 1x do tampão Colorless GoTaq Flexi Buffer, 1,5 mM da solução de MgCl2, 50 

µM de cada dNTP, 0,25 µM de cada  iniciador, 0,5 U da enzima GoTaq DNA Polimerase e 

~10 ng de DNA molde. O ciclo de amplificação desta PCR foi composto por uma 

desnaturação inicial à 94 °C por 5 min, seguido de 30 ciclos de 94 °C por 1 min, 60 °C por 45 

seg e 72 °C por 2 min, e por fim, uma etapa de 72 °C por 8 min. Os amplicons foram 

confirmados em gel de agarose não-desnaturante à 1 %, aplicando 5 µL da reação e, em 

seguida, quantificados por espectrofluorimetria utilizando o equipamento Qubit® (Invitrogen) 

com o kit de marcação Qubit® dsDNA BR Assay. Aproximadamente 10 µL de cada reação 

foram submetidos ao tratamento com as enzimas ExoI (ThermoFisher) e FASTAP 
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(ThermoFisher), adicionando, respectivamente, 6 e 0,7 Unidades de cada enzima. 

Aproximadamente 100 ng de cada amplicon tratado foram utilizados para a reação de 

marcação e sequenciamento utilizando a plataforma Sanger, no sequenciador Applied 

Biosystems™ 3500 Series Genetic Analyzer (Applied Biosystems), utilizando o kit BigDye™ 

Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems) para o preparo das reações de 

sequenciamento. As sequencias foram analisadas quanto a qualidade de suas bases utilizando 

o software Chromatogram 2 Fasta Converter v1.2.0 (2014) (Heracle BioSoft, 

www.DnaBaser.com), de acordo com a escala Phred, excluindo regiões com qualidade 

inferior a 30 (99.9 % de precisão) e as sequencias complementares (foward e reverse) de cada 

isolado foram utilizadas para a montagem de contigs utilizando a ferramenta CAP (Contig 

Assembly Program) (HUANG, 1992) do software BioEdit v7.2.5 (HALL, 1999), alterando a 

porcentagem de similaridade mínima para 90 %. Para os isolados que não foram obter 

qualidade satisfatória no sequenciamento, foi realizado uma nova PCR, desta vez com o 

iniciador 27F, em reações diferentes, com os iniciadores 1492r (5’-

TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3’) (LANE, 1991) e 1062r (5’-

CTCACRRCACGAGCTGAC-3’) (DE GREGORIS et al., 2011), utilizando as mesmas 

condições descritas anteriormente. 

As sequencias contiguas (contigs) foram comparadas com os bancos de dados SILVA 

e EzBioCloud, utilizando as plataformas online SINA (PRUESSE; PEPLIES; GLÖCKNER, 

2012) (para a classificação baseada SILVA) e “Identify Service” (EzBioCloud, sequencias de 

espécies tipo) (YOON et al., 2017) para a confirmação dos gêneros, espécies e estirpe 

(quando possível). Em seguida foram alinhadas utilizando o software Clustal Omega 

(SIEVERS et al., 2011), implementado no site do EMBL-EBI (www.ebi.ac.uk - European 

Bioinformatics Institute) (MCWILLIAM et al., 2013), junto com sequencias de espécies tipo 

de Sphingomonas obtidas na análise no EzBioCloud. O alinhamento resultante foi importado 

para o software MEGA 7 (KUMAR et al., 2008), onde foi realizado primeiro teste estatístico 

para determinar o modelo evolutivo (ou de substituição de nucleotídeos) mais apropriado para 

a análise de filogenia, baseado em pontuações do Critério de Informação Bayesiano (BIC - 

Bayesian Information Criterion) (SCHWARZ, 1978). Em seguida, foi construído uma árvore 

filogenética utilizando o método Neighbor-Joining (SAITOU; NEI, 1987), com o modelo 

estatístico mais apropriado, com 1000 repetições. 
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6.5 RESULTADOS 

6.5.1 Características gerais das colônias obtidas 

Para este experimento, foi utilizado 10
1
 do líquido do apoplasto obtido na extração de 

cada variedade, para realizar as diluições. Ou seja, foram obtidos 15 mL de líquido do 

apoplasto de cada variedade, e deste foi feita uma amostragem de 100 μL para as diluições e 

semeadura. A variedade RB867515 foi a que apresentou maior número de UFC (392 

colônias) em relação a variedade IACSP5000 (239 colônias), e subsequente, também foi que 

apresentou maior número de UFCs amarelas/laranjas (33 colônias X 24 colônias da variedade 

IACSP5000) (Tabela 9). De modo geral, as colônias que se desenvolveram nos meios foram 

muito similares entre si, na qual em sua maioria possuíam a forma circular, de elevação 

convexa e com margem inteira. Algumas exceções puderam serem vistas no meio JMV, no 

qual alguns apresentaram a forma rizoide, com elevação plana e margem lobulada, e ainda 

outras com forma circular, com elevação papilada e margem inteira; e no meio DYGS possuía 

uma colônia na forma filamentosa, com elevação convexa e margem filamentosa. Para as 

colônias amarela/laranjas selecionadas, todas possuíam a forma circular, convexa e de 

margem inteira (Figura 19). 

6.5.2 Triagem dos filotipos 

A análise por PCR com iniciadores específicos para o gênero, que flanqueiam o gene 

spt, indicou que dos 57 isolados selecionados, 88 % apresentaram resultado positivo na PCR 

(amplicon de 300 pb), ou seja, apenas 7 dos isolados com coloração amarelo/laranja não foi 

possível amplificar por esta PCR, indicando que possivelmente estes isolados não são do 

gênero Sphingomonas (Figura 20). A confirmação da especificidade dos iniciadores em 

flanquear o gene spt de Sphingomonas, demonstrou que as sequencias obtidas tinha 

similaridade ao gene spt das espécies de Sphingomonas utilizadas como controle, indicando 

novamente que os isolados que deram negativos na PCR, possivelmente, não pertecem ao 

gênero alvo do trabalho. 

 

Tabela 9: Relação do número de unidades formadoras de colônias (UFC) de cada variedade 

de cana-de-açúcar dos meios utilizados no trabalho 

Variedade Meio 
Total de UFC  

(Todas diluições) 

Total de UFC 

amarelas/laranjas 

RB867515 DYGS 142 21 

 JMV 176 11 

 L9 74 1 

Subtotal  392 33 

IACSP5000 DYGS 85 15 

 JMV 102 7 

 L9 52 2 

Subtotal  239 24 

Total  631 57 
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Figura 19: Aspecto das colônias formadas nos meios suplementados com antibióticos. 

Ambas figuras são de inóculos não diluídos. 1 e 2 meios DYGS, 3 e 4 meios JMV, 5 

e 6 meios L9. 1, 3 e 5 são inóculos da variedade RB867515. 2, 4 e 6 variedades 

IACSP5000. As setas vermelhas indicam colônias típicas de Sphingomonas. 

 

 
Figura 20: Resultado da PCR do gene spt para seleção dos isolados Sphingomonas-tipo. M 

padrão de peso molecular 1 kb plus (Invitrogen), C1 controle de Sphingomonas sp., 

C2 controle negativo (branco). Os amplicons com resultado esperado (~300 pb) estão 

indicados com o símbolo positivo (+). 

 

O dendograma obtido a partir dos dados gerados pela técnica de BOX-PCR (Figura 

21) revelou que todos os isolados (incluindo dos meios distintos e das duas variedades de 

cana) formaram sete grupos principais, sendo o primeiro (G1) composta por 13 isolados, 

sendo 11 pertencentes à variedade RB867515 (7 do meio DYGS, 3 do meio JMV e 1 do meio 

L9) e 2 isolados da variedade IACSP5000 originados dos meios DYGS e L9. O segundo 

grupo (G2) foi composto por um representante de cada variedade, sendo do DYGS para a 

RB867515 e L9 para a IACSP5000. O terceiro grupo (G3) foi exclusivamente de isolados da 

variedade IACSP5000, sendo 2 isolados do meio DYGS e 1 do JMV. O quarto grupo (G4) foi 

formado por 1 representante de cada variedade e ambos vindo do meio DYGS. Similar ao G3, 
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o grupo cinco (G5) foi formado por representantes somente da variedade RB867515, de 

origem do meio DYGS. O sexto grupo (G6) foi formado por 1 representante de cada 

variedade originados do meio JMV. E o grupo sete (G7), possui 2 isolados da variedade 

RB867515, dos meios DYGS e JMV. Os demais filotipos (24 isolados) que apresentaram 

similaridade menor que 70 % em comparação aos demais, foram originados dos meios DYGS 

e JMV, sendo, 8 isolados do meio DYGS e 6 do JMV para a variedade RB867515 e7 e 3 

isolados nos meios DYGS e JMV, respectivamente, para a variedade IACSP5000 (Tabela 10). 

 

Tabela 10: Distribuição dos isolados de cada variedade nos grupos formados na BOX-PCR. 

RB867515 IACSP5000 

Grupo 

BOX-PCR 
Isolados Cód. 

Cor 

Colônia 

Grupo 

BOX-PCR 
Isolados Cód. 

Cor 

Colônia 

G1 DYAPRB4421 Amarela G1 DYAPIAC4411 Amarela 

G1 DYAPRB4423 Amarela G1 L9APIAC4401 Amarela 

G1 DYAPRB4424 Amarela G2 L9APIAC4402 Amarela 

G1 DYAPRB4425 Amarela G3 DYAPIAC4402 Amarela 

G1 DYAPRB4426 Amarela G3 DYAPIAC4403 Amarela 

G1 DYAPRB4429 Amarela G3 JMAPIAC4401 Amarela 

G1 DYAPRB4431 Amarela G4 DYAPIAC4408 Laranja 

G1 JMAPRB4408 Amarela G6 JMAPIAC4402 Amarela 

G1 JMAPRB4411 Amarela 
 

DYAPIAC4401 Laranja 

G1 JMAPRB4412 Amarela 
 

DYAPIAC4407 Laranja 

G1 L9APRB4403 Amarela 
 

DYAPIAC4409 Laranja 

G2 DYAPRB4422 Amarela 
 

DYAPIAC4410 Laranja 

G4 DYAPRB4427 Laranja 
 

DYAPIAC4412 Amarela 

G5 DYAPRB4416 Amarela 
 

DYAPIAC4414 Amarela 

G5 DYAPRB4420 Amarela 
 

DYAPIAC4415 Amarela 

G6 JMAPRB4414 Amarela 
 

JMAPIAC4404 Amarela 

G7 DYAPRB4435 Amarela 
 

JMAPIAC4405 Rosa* 

G7 JMAPRB4418 Amarela 
 

JMAPIAC4407 Branca** 

 
DYAPRB4417 Amarela 

   

 
DYAPRB4418 Amarela 

   

 
DYAPRB4419 Amarela 

   

 
DYAPRB4428 Laranja 

   

 
DYAPRB4432 Laranja 

   

 
DYAPRB4433 Amarela 

   

 
DYAPRB4434 Amarela 

   

 
DYAPRB4436 Amarela 

   

 
JMAPRB4409 Amarela 

   

 
JMAPRB4410 Amarela 

   

 
JMAPRB4413 Laranja 

   

 
JMAPRB4415 Amarela 

   

 
JMAPRB4416 Amarela 

   

 
JMAPRB4417 Amarela 

   
* isolado com coloração diferente dos demais, porém positivo na PCR-spt 

**isolado representativo dos que deram resultado negativo na PCR-spt 
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Figura 21: Perfis de BOX-PCR dos isolados spt-positivos. Os códigos de isolamento 

representam primeiro o meio de isolamento (DYGS = DY, JMV = JM, L9 = L9), o 

tecido / material original (Apoplasto = AP), a variedade de cana-de-açúcar 

(RB867515 = RB, IACSP5000 = IAC), a data do estoque (44 = 4 de abril) e o 

número de cada isolado. A linha vermelha tracejada indica similaridade de ≥ 70 % 

entre os perfis.  
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6.5.3 Caracterização filogenética dos isolados 

O sequenciamento dos genes 16S rRNA deu origem a sequencias contíguas de 

aproximadamente 1,370 pb. Os isolados DYAPRB4432 e DYAPRB4434 não apresentaram 

sequencias de boa qualidade com o iniciador reverso amp2, sendo só possível obter 

sequencias de boa qualidade e formação de contigs quando foram utilizados os iniciadores 

1492R e 1062R. O isolado representativo dos que deram resultado negativo da PCR-spt, 

quando comparadas com o banco de dados SILVA e o EzBioCloud, revelou a confiabilidade 

da seleção dos isolados Sphingomonas-tipo por meio desta PCR. O mesmo foi classificado 

como pertencente ao gênero Burkholderia-Paraburkholderia (SILVA) e espécie B. gladioli 

(EzBioCloud), com identidade/similaridade, respectivamente, de 100 e 99,50 % (Anexo E).  

A determinação do modelo estatístico mais adequado para a análise de filogenia dos 

isolados indicou como sendo melhor método de distância evolutiva o “Tamura 3-parameter”, 

modelada com distribuição Gama (forma = 5) e assumindo que uma certa fração é 

evolutivamente invariável. Sendo assim, foram utilizados estes parâmetros para o cálculo da 

árvore filogenética utilizando o método Neighbor-Joining, com 1000 repetições (Figura 22). 

O sequenciamento dos genes 16S rRNA e classificação taxonômica na árvore 

filogenética reconstruída também revelou similaridades dos isolados Sphingomonas-tipo das 

duas variedades e meios de cultivo. Para alguns isolados foi possível obter a posição 

taxonômica de espécie (considerando bootstrap ≥ 97 %), como por exemplo, os isolados 

DYAPRB4428 e DYAPRB4432 obtiveram bootstrap de 100 % para a estirpe S. kyungheensis 

THG-B283. O isolado DYAPIAC4415 obteve bootstrap de 100 % para S. 

polyaromaticivorans B2-7. DYAPIAC4407, DYAPIAC4409 e JMAPRB4413 foram de 99 % 

para S. abaci C42. DYAPIAC4412 99 % para S. panacis DCY99. O grupo 1 (G1) e os 

isolados JMAPRB4409 e DYAPRB4433 deram similaridade de 99 % para S. paucimobilis 

NBRC 13935. Para alguns isolados não foi possível obter uma única estírpe mais próxima, 

como foi o caso: do grupo 7 (G7), que está próximo (com bootstrap de 100 %) do clado 

formado pelas estirpes S. aquatilis JSS7 e S. melonis DAPP-PG 224; DYAPRB4436 obteve 

bootstrap de 99 % para as estirpes S. echinoides ATCC 14820, S. oligophenolica JCM 12082, 

S. mali NBRC 15500 e S. pruni NBRC 15498. Os demais grupos/isolados que apresentaram 

bootstrap menor que 97 %, podem ser candidatos a novas espécies de Sphingomonas, como 

no caso: o clado formado pelos isolados JMAPIAC4415, JMAPIAC4404 e JMAPIAC4405 

que obtiveram bootstrap de 96 % com o clado formado por S. kyungheensis THG-B283, S. 

aquatilis JSS7 e S. melonis DAPP-PG 224. Para o mesmo clado de estirpes já descritas, o 

grupo G4 e os isolados JMAPRB4416 e JMAPRB4417 tiveram bootstrap < 50 %. O isolado 

DYAPIAC4410 teve bootstrap de 84 % para S. spermidinifaciens 9NM-10. O clado formado 

por DYAPRB4418, DYAPRB4419 e DYIAC4401 tiveram bootstrap de 68 % para o grupo 

formado por S. yunnanensis YIM 003, S. endophytica YIM 65583 e S. phyllosphaerae FA2. 

Os isolados DYAPIAC4415, DYAPRB4417 obtiveram um bootstrap de 56 % ao grupo que 

continha S. pituitosa EDIV, S. azotifigens NBRC e S. trueperi LMG 2142, enquanto que o 

DYAPRB4434 com bootstrap de 77 % à S. trueperi LMG 2142. 
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Figura 22: Árvore filogenética construída das sequências dos isolados em comparação às 

estirpes tipo mais similares de acordo com a classificação taxonômica do 

EzBioCloud. Foi utilizado o programa MEGA7, método Neighbor-Joining, com 

distância evolutiva calculada com o método Tamura 3-parameter, modelagem Gama 

e teste de bootstrap com 1000 repetições. As porcentagens do teste bootstrap estão 

representadas ao lado dos ramos e foram ocultados valores < 50 %. Em vermelho 

estão destacados os grupos formados na BOX-PCR e os demais isolados com 

similaridade menor que 70 % na BOX-PCR. 
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6.6 DISCUSSÃO 

O gênero bacteriano Sphingomonas atualmente possui 111 espécies com nomes 

válidos (PARTE, 2013) de isolados provenientes de diversos habitats (LEYS et al., 2004; 

VIDEIRA et al., 2009; YIM et al., 2010; ZHOU et al., 2012). Em associação com plantas, 

este gênero tem demonstrado funções benéficas para o desenvolvimento de seu hospedeiro, 

como por exemplo a fixação biológica de nitrogênio (MUANGTHONG; YOUPENSUK; 

RERKASEM, 2015; VIDEIRA et al., 2009; XIE; YOKOTA, 2006) e a produção de 

fitohormonios (TSAVKELOVA; CHERDYNTSEVA; NETRUSOV, 2005). A sua 

diversidade em associação com plantas tem sido pouco explorada, principalmente na cana-de-

açúcar. Recentes estudos detectaram um grande número de sequencias/isolados deste gênero 

em amostras de cana-de-açúcar (DE SOUZA et al., 2016; DOS-SANTOS et al., 2017; YEOH 

et al., 2016). Entender o porquê deste fato poderia trazer avanços na compreensão do papel 

deste gênero bacteriano para a cana-de-açúcar, visto as suas características benéficas 

reportadas em estudos da interação bactéria-planta.  

O líquido do apoplasto tem sido descrito como um provável local de colonização das 

bactérias endofíticas (DONG et al., 1994). Na cana-de-açúcar o apoplasto possui algumas 

características favoráveis para o crescimento de bactérias, como por exemplo quantidade de 

açúcar de ~10 % e temperatura de ~30 °C (SATTELMACHER, 2001). Devido à grande 

diversidade de gêneros bacterianos presente no apoplasto torna-se desafiador conseguir 

isolar/avaliar um único gênero. Uma alternativa para conseguir diminuir o número de gêneros 

não-alvos seria a eliminação destes de acordo com suas características biológicas ou 

morfológicas, por exemplo utilizando meios semi-seletivos (YIM et al., 2010), antibióticos 

(VANBROEKHOVEN et al., 2004; YIM et al., 2010) e seleção por morfologia de colônia. 

No presente trabalho foi utilizado esta metodologia para a seleção dos isolados do gênero 

Sphingomonas, analisando as características morfológicas da colônia e utilizando meios (rico 

e mínimos) suplementados com antibióticos. Esta metodologia foi primeiramente utilizada em 

amostras ambientais, onde os autores conseguiram reduzir o número de células não-alvo em 

seus isolamentos (VANBROEKHOVEN et al., 2004; YIM et al., 2010). Para as amostras do 

líquido do apoplasto de cana-de-açúcar esta estratégia também foi viável, possibilitando o 

isolamento e análise da diversidade deste gênero. Os meios de cultivo utilizados neste 

trabalho são distintos principalmente quanto a seu pH (variando de 5,4 a 7,0) e fontes de 

carbono. Para o gênero Sphingomonas foi descrito como principal fonte de energia a glicose e 

pH ótimo de crescimento de 7,0 (GLAESER; KÄMPFER, 2014), entretanto os isolados 

obtidos neste presente estudo demonstraram também a capacidade de assimilar o manitol 

como fonte de carbono (meio JMV) e tolerantes à pH < 7,0 (5,4 no meio JMV e 6,0 no 

DYGS), indicando novamente que estes isolados sobreviveriam as condições do apoplasto, 

que possui pH de ~5,5 (SATTELMACHER, 2001). Os isolados das diferentes variedades e 

meios demonstraram similaridades entre si na BOX-PCR, de modo que o grupo 1 (G1), 

formado na BOX-PCR foi representado pelas duas variedades e os diferentes meios, 

indicando uma possível plasticidade deste gênero em sobreviver em diferentes condições. 

Outra estratégia utilizada para a seleção do isolados Sphingomonas-tipo foi a triagem por PCR 

com iniciadores específicos. Para comprovar a especificidade desta técnica, também foi 

selecionado um isolado que não houve produto de amplificação de PCR (controle negativo). 

Após o sequenciamento dos genes 16S rRNA, ficou demonstrado que todos aqueles que 

apresentaram produto de PCR para o gene spt foram taxonomicamente relacionados a 

Sphingomonas-tipo enquanto que o representante do negativo foi similar à sequencias do 

gênero de Burkholderia (vide resultado de sequenciamento dos genes 16S rRNA), 

demonstrando assim a confiabilidade da abordagem utilizada para a identificação do gênero 

Sphingomonas. 
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O sequenciamento dos genes 16S rRNA e a análise de taxonomia indicaram que 

alguns isolados são similares à espécies já descritas na literatura (com bootstrap de 100) como 

por exemplo a S. kyungheensis THG-B283 e S. polyaromaticivorans B2-7. A primeira estírpe 

foi descrita como sendo um isolado obtido de solo onde foi cultivado ginseng, capaz de 

converter ginsenosídeo do solo (SON et al., 2013), e a segunda foi isolada de amostras de 

água contaminadas por óleo e demonstrou ser capaz de degradar hidrocarbonetos aromáticos 

policíclicos (PAHs) (LUO et al., 2012). Aqui foi relatado o primeiro caso da presença de 

isolados dessas duas espécies em plantas de cana-de-açúcar. Aos isolados com bootstrap de 

99 foram relacionados às estirpes S. abaci C42, S. paucimobilis NBRC 13935 e S. panacis 

DCY99; isoladas, respectivamente, de amostras clínica de um hospital veterinário, humano e 

da rizosfera de ginseng. A espécie S. paucimobilis teve sua origem de Pseudomonas 

paucimobilis e foi proposta por YABUUCHI et al. (1990) como sendo a espécie tipo do novo 

gênero Sphingomonas. Estirpes deste gênero também têm sido descritas como sendo capazes 

de degradar PAHs porém algumas estirpes desta espécie já foram descritas como sendo 

capazes de promover o crescimento vegetal e a fixação biológica de nitrogênio (YANG et al., 

2014). As estirpes S. aquatilis JSS7 e S. melonis DAPP-PG 224  foram isoladas de plantas de 

arroz (LEE et al., 2001) e melão (BUONAURIO et al., 2002); entretanto a S. melonis DAPP-

PG 224 foi descrita como sendo patogênica causando a doença da mancha marrom em plantas 

de melão (BUONAURIO et al., 2002). As estirpes S. mali NBRC 15500 e S. pruni NBRC 

15498 foram originadas de uma reclassificação das estirpes isoladas de raízes de plantas de 

maçã e pêssego (TAKEUCHI et al., 1995). Da mesma forma,  a S. echinoides ATCC 14820 

foi reclassificada de Pseudomonas echinoides, que foi isolada de ambiente hospitalar (ROWE 

et al., 2000). A S. oligophenolica JCM 12082 é um isolado de amostras de solo capaz de 

degradar ácidos fenólicos (OHTA et al., 2004). O grupo formado por estas estirpes foram 

próximas à alguns isolados (com bootstrap de 99) e o clado formado por estes isolados sugere 

uma nova espécie próxima a um destes supracitados. As estirpes S. endophytica YIM 65583 e 

S. phyllosphaerae FA2  foram isoladas a partir de tecidos vegetais, a primeira teve origem da 

endosfera da planta Artemisia (HUANG et al., 2012) e a segunda na filosfera de Acácia 

(RIVAS et al., 2004). Também foram detectados isolados próximos às estirpes capazes de 

realizar o processo de fixação biológica de nitrogênio, como é o caso de S. azotifigens NBRC 

(isolada de plantas de arroz) (XIE; YOKOTA, 2006) e S. trueperi LMG 2142 (reclassificada 

de Pseudomonas azotocolligans) (KÄMPFER et al., 1997). Para os isolados do presente 

trabalho, não foi possível determinar uma estírpe tipo mais próxima (com exceção do isolado 

DYAPRB4434 com bootstrap de 77 %) para S. trueperi LMG 2142, sugerindo possíveis 

novas espécies/estirpes diazotróficas.  

Além das características funcionais supracitadas, as estirpes 170, IMPCA190 e ZJSH1 

de S. paucimobilis foram relatadas como sendo promotoras do crescimento vegetal através 

dos processos de produção de fitohormonios (como o ácido salicílico, ácido indolacético e a 

zeatina), solubilização de fosfato e fixação biológica de nitrogênio (GONZÁLEZ; 

VICTORIA; MERINO, 2015; YANG et al., 2014). Espécies não identificadas de 

Sphingomonas têm também demonstrado a capacidade da produção de auxinas em plantas de 

Orquídea (TSAVKELOVA; CHERDYNTSEVA; NETRUSOV, 2005). Estirpes de 

Sphingomonas também demonstram a capacidade de proteção contra patógeno ao amenizar os 

sintomas e a proliferação da doença causada por Pseudomonas syringae em Arabidopsis 

thaliana (INNEREBNER; KNIEF; VORHOLT, 2011).  

Baseado nas caraterísticas de interesse agronômico já descritas, os isolados obtidos 

neste trabalho podem ter o potencial de otimizar o cultivo da cana-de-açúcar e/ou outras 

plantas. Futuras análises das características funcionais destes isolados, como o processo de 

fixação biológica de nitrogênio e produção de fitohormonios, poderá trazer informações sobre 

novos insumos para o cultivo da cana-de-açúcar.  
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6.7 CONCLUSÕES 

 A diversidade do gênero Sphingomonas em amostras do líquido do apoplasto de duas 

variedades cana-de-açúcar pode ser acessada por meio de isolamento por cultivo utilizando 

antibióticos e seleção do isolados Sphingomonas-tipo por PCR gênero específico. 

  

 A metodologia empregada permitiu a diminuição de bactérias não-alvo, e os isolados 

obtidos foram confirmados como pertencentes ao gênero Sphingomonas em comparação 

com estirpes tipo já descritas na literatura.  

 

 A filiação dos isolados variou desde espécies com características funcionais de 

biorremediação à promoção do crescimento vegetal. Houve ainda a presença de isolados 

com potencial de pertencerem a novas espécies, que quando comparadas com estirpes mais 

próximas, poderiam ter novos insumos úteis no cultivo da cana-de-açúcar. 
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7 CONCLUSÕES GERAIS 

 Os resultados obtidos representam grande avanço na compreensão da comunidade 

bacteriana endofítica de cana-de-açúcar, graças ao uso de técnicas independentes de cultivo e 

o sequenciamento de nova-geração. 

 O Capitulo I traz resultados utilizando-se de valiosa metodologia de enriquecimento 

celular bacteriano aplicável ao estudo de comunidades bacterianas endofíticas de cana-de-

açúcar que poderia ser adaptada a outras plantas. Os resultados obtidos no sequenciamento 

utilizando esta metodologia demonstraram uma comunidade rica e diversa, contendo gêneros 

já relatados em outros trabalhos com cana-de-açúcar e ainda gêneros nunca antes descritos, 

indicando que o enriquecimento não interferiu significativamente na composição da 

comunidade. 

 O Capítulo II pode ser considerado um trabalho inédito, visto que foi o primeiro 

trabalho (até a presente data) que avaliou a comunidade bacteriana do líquido do apoplasto de 

cana-de-açúcar utilizando uma metodologia independe de cultivo. O resultado obtido também 

demonstrou uma comunidade diversa, sendo possível detectar a presença de gêneros já 

relatados em cana-de-açúcar, gêneros não antes reportados e ainda que não puderam ser 

classificados com a metodologia de classificação utilizada. 

 No Capítulo III, as funções das principais OTUs encontradas nas análises dos 

Capítulos I e II puderam ser previstas ao se utilizar uma análise in silico e os dados de 

sequenciamento dos genes 16S rRNA. Os resultados obtidos revelaram a presença de funções 

de interesse agrícola e biorremediação, dentre estes destacam-se genes relacionados ao ciclo 

do nitrogênio (como FBN e desnitrificação) e síntese de Flavonoides (como por exemplo 

Naringenina). 

 E como forma de complementar o estudo da microbiota endofítica de cana-de-açúcar, 

no Capítulo IV buscou-se avaliar a diversidade do gênero bacteriano Sphingomonas na cana-

de-açúcar, visto que este gênero foi uma das OTUs mais predominantes em ambas as análises 

taxonômicas deste presente trabalho. Foi possível observar a presença de espécies descritas 

com características funcionais benéficas para a planta e ainda relacionadas a biorremediação. 

Os resultados de filogenia dos isolados obtidos neste estudo indica a presença de possíveis 

novas espécies, na qual serão avaliados futuramente visando sua exploração na aplicação de 

novos insumos no cultivo da cana-de-açúcar. 

 Sendo assim, o presente trabalho trouxe informações relevantes e inovações que 

poderão ser aplicáveis na agricultura através de futuros estudos baseados nas funções 

descritas, assim trazendo avanços nas técnicas para o cultivo da cana-de-açúcar e até mesmo 

outras plantas. 
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9 ANEXOS 

Anexo A - Classificação das OTUs identificadas em amostras de colmo, utilizando o protocolo de enriquecimento descrito no Capítulo I 

 

OTUs Classificação SILVA SEED  
Identidade  

(%) 
Melhor hit BLAST (GenBank, nr) 

Identidade  

(%) 

Classificação  

gênero/espécie 

Otu0001 Novosphingobium 100 Novosphingobium sp. (KT452772.1) 100 Novosphingobium sp. 

Otu0002 Sphingomonas 100 Sphingomonas sp. (KT350484.1) 100 Sphingomonas sp. 

Otu0003 Methylobacterium 100 Methylobacterium sp. (CP006992.1) 100 Methylobacterium sp.  

Otu0004 Cupriavidus 100 Cupriavidus metallidurans (KJ605846.1) 100 Cupriavidus metallidurans  

Otu0005 Ralstonia 100 Ralstonia sp. (KT387846.1) 100 Ralstonia sp. 

Otu0006 Hydrotalea 100 Uncultured Sphingobacteriales (KP901772.1) 100 Uncultured Hydrotalea 

Otu0007 Nevskia 100 Nevskia aquatilis (JQ710440.1) 100 Nevskia aquatilis 

Otu0008 unclassified Betaproteobacteria 100 Uncultured bacterium (KP912996.1) 99 Uncultured Betaproteobacteria 

Otu0009 unclassified Proteobacteria 100 Uncultured bacterium (KP925071.1) 99 Uncultured Proteobacteria 

Otu0010 unclassified Rhizobiales 100 Uncultured Methylocella sp. (HQ674800.1) 99 Uncultured Methylocella sp. 

Otu0011 Bradyrhizobium 99 Bradyrhizobium sp. (LN876554.1) 100 Bradyrhizobium sp. 

Otu0012 Methylobacterium 100 Methylobacterium radiotolerans (KT390763.1) 100 Methylobacterium radiotolerans  

Otu0013 Acinetobacter 100 Acinetobacter schindleri (KR029982.1) 100 Acinetobacter schindleri 

Otu0014 Sphingomonas 100 Sphingomonas sp. (JN696650.1) 100 Sphingomonas sp. 

Otu0015 unclassified Oxalobacteraceae 100 Janthinobacterium sp. (KT424976.1) 100 Janthinobacterium sp. 

Otu0016 unclassified Polyangiaceae 98 Uncultured bacterium (JX095839.1) 100 Uncultured Polyangiaceae 

Otu0017 unclassified Sphingomonadales 100 Uncultured bacterium (KP910937.1) 100 Uncultured Sphingomonadales 

Otu0018 Pedobacter 100 Pedobacter sp. (KP899236.1) 100 Pedobacter sp. 

Otu0019 Staphylococcus 100 Staphylococcus haemolyticus (LN998078.1) 100 Staphylococcus haemolyticus  

Otu0020 Pseudomonas 100 Pseudomonas sp. (KT441044.1) 100 Pseudomonas sp. 

Otu0021 unclassified Enterobacteriaceae 100 Yersinia nurmii (KT459767.1) 100 Yersinia nurmii 

Otu0022 Rickettsiales/mitochondria 100 Aegilops speltoides (Poaceae) mtDNA (AP013107.1) 100 Mitochondria 

Otu0023 Pedobacter 100 Pedobacter jejuensis (KC252614.1) 99 Pedobacter jejuensis 

Otu0024 Streptococcus 100 Streptococcus sp. (KT819574.1) 100 Streptococcus sp. 

Otu0025 Rhodopseudomonas 100 Rhodopseudomonas sp. (LN886714.1) 100 Rhodopseudomonas sp. 

Otu0026 Acinetobacter 100 Acinetobacter lwoffii (KT387352.1) 100 Acinetobacter lwoffii 

Otu0027 Pedomicrobium 100 Uncultured Pedomicrobium sp. (KR817387.1) 100 Uncultured Pedomicrobium sp. 

Otu0028 unclassified Frankiaceae 100 Jatrophihabitans sp. (KR184288.1) 100 Jatrophihabitans sp. 

Otu0029 Pseudomonas 96 Pseudomonas sp. (KT597080.1) 100 Pseudomonas sp.  

Otu0030 unclassified Actinobacteria 100 Uncultured bacterium (KT360493.1) 100 Uncultured Actinobacteria 

Otu0031 Cyanobacteria/Chloroplast 100 Saccharum Q155 chloroplast (KU214867.1) 100 Chloroplast 

Otu0032 unclassified Enterobacteriaceae 100 Salmonella enterica (CP007331.2) 99 Salmonella enterica 

Otu0033 Kurthia 100 Kurthia gibsonii (KU234673.1) 100 Kurthia gibsonii 
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OTUs Classificação SILVA SEED  
Identidade  

(%) 
Melhor hit BLAST (GenBank, nr) 

Identidade  

(%) 

Classificação  

gênero/espécie 

Otu0034 Sediminibacterium 100 Sediminibacterium sp. (KT353085.1) 100 Sediminibacterium sp. 

Otu0035 unclassified Comamonadaceae 100 Uncultured bacterium (LK024657.2) 99 Uncultured Comamonadaceae 

Otu0036 unclassified Caulobacteraceae 100 Uncultured Caulobacter sp. (JN886933.1) 100 Uncultured Caulobacter sp. 

Otu0037 Veillonella 100 Veillonella sp. (KC311764.1) 99 Veillonella sp. 

Otu0038 unclassified 100 Uncultured bacterium (JX874880.1) 99 Uncultured bacterium 

Otu0039 Brevundimonas 100 Brevundimonas sp. (KJ654816.1) 100 Brevundimonas sp. 

Otu0040 unclassified Chitinophagaceae 100 Uncultured bacterium (KP585923.1) 99 Unclassified Chitinophagaceae 

Otu0041 Devosia 100 Devosia sp. (KJ649711.1) 99 Devosia sp. 

Otu0042 Capnocytophaga 100 Capnocytophaga granulosa (LC037222.1) 100 Capnocytophaga granulosa 

Otu0043 Cloacibacterium 100 Cloacibacterium sp. (LC094578.1) 100 Cloacibacterium sp. 

Otu0044 Alishewanella 100 Alishewanella jeotgali (KT387342.1) 99 Alishewanella jeotgali 

Otu0045 Chryseobacterium 100 Chryseobacterium hispanicum (JF915333.1) 99 Chryseobacterium hispanicum 

Otu0046 unclassified Moraxellaceae 100 Uncultured bacterium (KT787058.1) 100 Uncultured Moraxellaceae 

Otu0047 unclassified Comamonadaceae 100 Polaromonas sp. (KR922285.1) 100 Polaromonas sp. 

Otu0048 unclassified Betaproteobacteria 100 Uncultured bacterium (KT360561.1) 100 Uncultured Betaproteobacteria 

Otu0049 unclassified Rhizobiaceae 100 Rhizobium sp. (KU218525.1) 100 Rhizobium sp. 

Otu0050 Aerococcus 100 Aerococcus viridans (CP014164.1) 100 Aerococcus viridans  

Otu0051 Leuconostoc 100 Leuconostoc gelidum (LN890331.1) 100 Leuconostoc gelidum  

Otu0052 Escherichia-Shigella 100 Escherichia coli (CP014225.1) 100 Escherichia coli  

Otu0053 Chryseobacterium 100 Chryseobacterium sp. (KT767744.1) 100 Chryseobacterium 

Otu0054 unclassified Proteobacteria 100 Uncultured bacterium (KP904445.1) 100 Uncultured Proteobacteria 

Otu0055 Alloprevotella 100 Uncultured bacterium (KT287347.1) 100 Uncultured Alloprevotella 

Otu0056 Vibrio 100 Vibrio rumoiensis (KP236319.1) 100 Vibrio rumoiensis 

Otu0057 Lactococcus 100 Lactococcus piscium (KT767809.1) 100 Lactococcus piscium 

Otu0058 Acinetobacter 100 Acinetobacter septicus (KT387334.1) 100 Acinetobacter septicus  

Otu0059 Flavobacterium 100 Flavobacterium sp. (KP899175.1) 100 Flavobacterium sp. 

Otu0060 Stenotrophomonas 100 Stenotrophomonas maltophilia (KU510059.1) 100 Stenotrophomonas maltophilia 

Otu0061 Peptoniphilus 100 Peptoniphilus sp. (KR232908.1) 99 Peptoniphilus sp. 

Otu0062 Sphingopyxis 100 Sphingopyxis sp. (LC090855.1) 99 Sphingopyxis sp. 

Otu0063 Gemella 100 Uncultured Gemella sp. (KC676075.1) 99 Uncultured Gemella sp.  

Otu0064 Stenotrophomonas 100 Stenotrophomonas sp. (KM219978.1) 99 Stenotrophomonas sp. 

Otu0065 unclassified Acetobacteraceae 100 Uncultured bacterium (KC786733.1) 99 Uncultured Acetobacteraceae 

Otu0066 Pseudomonas 100 Pseudomonas aeruginosa (KT329290.1) 100 Pseudomonas aeruginosa 

Otu0067 Sphingomonas 100 Sphingomonas sp. (LN997989.1) 100 Sphingomonas sp. 

Otu0068 Lactococcus 100 Lactococcus lactis (KT438166.1) 100 Lactococcus lactis 

Otu0069 Ochrobactrum 100 Ochrobactrum sp. (KT261370.1) 100 Ochrobactrum sp. 

Otu0070 unclassified Bacillales 100 Bacillus thuringiensis (KT459783.1) 100 Bacillus thuringiensis 

Otu0071 Aeromonas 100 Aeromonas sp. (KU577467.1) 100 Aeromonas sp. 

Otu0072 unclassified/unknown 100 Uncultured bacterium (KT437375.1) 90 Uncultured bacterium  

Otu0073 Cyanobacteria/Chloroplast 100 Odontella sp. chloroplast (LN735391.3) 100 Odontella sp.  

Otu0074 unclassified Myxococcales 100 Uncultured bacterium (KP560820.1) 97 Uncultured Myxococcales 
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OTUs Classificação SILVA SEED  
Identidade  

(%) 
Melhor hit BLAST (GenBank, nr) 

Identidade  

(%) 

Classificação  

gênero/espécie 

Otu0075 Desemzia 100 Uncultured Desemzia sp. (LN833478.1) 100 Uncultured Desemzia sp. 

Otu0076 Rothia 100 Rothia amarae (KP798848.1) 100 Rothia amarae 

Otu0077 Streptococcus 100 Streptococcus salivarius (CP014144.1) 100 Streptococcus salivarius  

Otu0078 unclassified Alcaligenaceae 100 Achromobacter sp. (KP663365.1) 98 Achromobacter sp. 

Otu0079 Burkholderia 100 Burkholderia sp. (KT387847.1) 100 Burkholderia sp. 

Otu0080 unclassified Actinobacteria 100 Uncultured Corynebacterium sp. (LC011366.1) 100 Uncultured Corynebacterium sp. 

Otu0081 Lactobacillus 100 Lactobacillus paracasei (KU366368.1) 99 Lactobacillus paracasei 

Otu0082 Nocardioides 100 Nocardioides sp. (KM507698.1) 99 Nocardioides sp. 

Otu0083 unclassified Enterococcaceae 100 Uncultured Vagococcus sp. (KP181788.1) 99 Uncultured Vagococcus sp. 

Otu0084 Lactobacillus 100 Lactobacillus acidophilus (KT445882.1) 99 Lactobacillus acidophilus 

Otu0085 Paracoccus 100 Paracoccus sp. (KJ191093.1) 100 Paracoccus sp. 

Otu0086 unclassified WD272 100 Uncultured bacterium (KJ407705.1) 99 Uncultured WD272 

Otu0087 Arthrobacter 100 Arthrobacter sp. (KU579193.1) 100 Arthrobacter sp. 

Otu0088 Algoriphagus 100 Uncultured Sphingobacteria (AY551563.1) 99 Uncultured Algoriphagus 

Otu0089 unclassified Rhizobiaceae 100 Neorhizobium sp. (KR002736.1) 99 Neorhizobium sp.  

Otu0090 Corynebacterium 100 Uncultured actinobacterium (DQ169541.1) 100 Uncultured Corynebacterium 

Otu0091 unclassified/unknown 100 Uncultured bacterium (KT436931.1) 79 Uncultured bacterium  

Otu0092 Phyllobacterium 100 Phyllobacterium myrsinacearum (KJ004494.1) 100 Phyllobacterium myrsinacearum 

Otu0093 Alloiococcus 100 Uncultured Carnobacteriaceae (KP902401.1) 100 Uncultured Alloiococcus 

Otu0094 Bosea 100 Bosea sp. (KT888016.1) 99 Bosea sp. 

Otu0095 unclassified Pasteurellaceae 100 Uncultured bacterium (KT926535.1) 99 Uncultured Pasteurellaceae 

Otu0096 unclassified Rhizobiales 100 Hyphomicrobium sp. (LN833373.1) 99 Hyphomicrobium sp.  

Otu0097 Bacillus 100 Bacillus sp. (AB734889.1) 100 Bacillus sp. 

Otu0098 Herbaspirillum 100 Herbaspirillum hiltneri (KU305712.1) 100 Herbaspirillum hiltneri  

Otu0099 unclassified Betaproteobacteria 100 Uncultured bacterium (KJ993908.1) 99 Uncultured  Betaproteobacteria 

Otu0100 unclassified/unknown 100 Uncultured bacterium (KT436931.1) 79 Uncultured bacterium  

Otu0101 Massilia 100 Uncultured Burkholderiales (HM077428.1) 99 Uncultured Massilia 

Otu0102 unclassified Bacillales 100 Brochothrix thermosphacta (KT767854.1) 100 Brochothrix thermosphacta 

Otu0103 Cupriavidus 100 Cupriavidus metallidurans (KJ605846.1) 98 Cupriavidus metallidurans 

Otu0104 Clostridiales/Candidatus_Arthromitus 100 Candidatus Arthromitus sp. (AP012210.1) 98 Candidatus Arthromitus sp. 

Otu0105 Alloprevotella 100 Uncultured Alloprevotella sp. (KC203063.1) 99 Uncultured Alloprevotella sp. 

Otu0106 unclassified Bacteria 100 Uncultured bacterium (KC917520.1) 91 Uncultured bacterium  

Otu0107 Anaerococcus 100 Anaerococcus nagyae (KU043522.1) 100 Anaerococcus nagyae 

Otu0108 unclassified Bacteria 100 Uncultured bacterium (KP632523.1) 95 Uncultured bacterium 

Otu0109 Shewanella 100 Shewanella baltica (KT362724.1) 100 Shewanella baltica 

Otu0110 unclassified Enterobacteriaceae 100 Salmonella bongori (KU060294.1) 98 Salmonella bongori  

Otu0111 Hydrogenophilus 100 Uncultured Hydrogenophilus sp. (KR704559.1) 100 Uncultured Hydrogenophilus sp. 

Otu0112 Fusobacterium 100 Fusobacterium nucleatum (CP013121.1) 100 Fusobacterium nucleatum  

Otu0113 unclassified Gammaproteobacteria 100 Uncultured gamma proteobacterium (JQ579920.1) 100 Uncultured gamma proteobacterium 

Otu0114 Enhydrobacter 100 Uncultured bacterium (JF500203.1) 100 Uncultured Enhydrobacter 

Otu0115 Duganella 100 Duganella sp. (KT424958.1) 100 Duganella sp. 
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OTUs Classificação SILVA SEED  
Identidade  

(%) 
Melhor hit BLAST (GenBank, nr) 

Identidade  

(%) 

Classificação  

gênero/espécie 

Otu0116 unclassified Lactobacillales 100 Uncultured bacterium (JF155514.1) 100 Uncultured Lactobacillales 

Otu0117 Rhodanobacter 100 Rhodanobacter sp. (AB991682.1) 100 Rhodanobacter sp. 

Otu0118 unclassified Deinococcaceae 100 Uncultured bacterium (JN211269.1) 100 Uncultured Deinococcaceae 

Otu0119 unclassified Desulfobulbaceae 100 Uncultured bacterium (AB305446.1) 98 Uncultured Desulfobulbaceae 

Otu0120 unclassified Comamonadaceae 100 Comamonas jiangduensis (KT379965.1) 99 Comamonas jiangduensis 

Otu0121 Streptococcus 100 Streptococcus intermedius (CP012718.1) 99 Streptococcus intermedius 

Otu0122 unclassified Acidobacteria 100 Uncultured bacterium (KF599554.1) 99 Uncultured Acidobacteria 

Otu0123 unclassified Proteobacteria 100 Uncultured gamma proteobacterium (JF344128.1) 99 Uncultured gamma proteobacterium  

Otu0124 Cupriavidus 100 Cupriavidus metallidurans (KJ605846.1) 98 Cupriavidus metallidurans  

Otu0125 unclassified/unknown 100 Uncultured bacterium (KT436931.1) 79 Uncultured bacterium 

Otu0126 Sulfurovum 100 Uncultured bacterium (KT257809.1) 99 Uncultured Sulfurovum 

Otu0127 Sphingomonas 100 Sphingomonas sp. (KU179043.1) 99 Sphingomonas sp. 

Otu0128 unclassified Rhizobiales 100 Uncultured bacterium (KP299850.1) 99 Uncultured Rhizobiales 

Otu0129 Janibacter 100 Janibacter sp. (KU560381.1) 99 Janibacter sp. 

Otu0130 unclassified/unknown 100 Uncultured organism (JN437167.1) 84 Uncultured organism 

Otu0131 unclassified Veillonellaceae 100 Veillonella sp. (KF280301.1) 100 Veillonella sp.  

Otu0132 unclassified Chthoniobacterales 100 Uncultured bacterium (KP904546.1) 97 Uncultured Chthoniobacterales 

Otu0133 Labrys 100 Uncultured bacterium (KT908718.1) 100 Uncultured Labrys 

Otu0134 unclassified Deltaproteobacteria 100 Uncultured delta proteobacterium (FJ949273.1) 98 Uncultured delta proteobacterium 

Otu0135 Propionibacterium 100 Propionibacterium acnes (LN998080.1) 100 Propionibacterium acnes  

Otu0136 Dietzia 100 Dietzia sp. (KT597059.1) 100 Dietzia sp.  

Otu0137 unclassified Alteromonadaceae 100 Uncultured bacterium (FJ644603.1) 100 Uncultured Alteromonadaceae 

Otu0138 Sphingomonas 100 Sphingomonas sp. (KU179043.1) 98 Sphingomonas sp. 

Otu0139 unclassified/Candidate_division_OP3 100 Uncultured candidate division OP3 (AF424409.1) 95 Uncultured candidate division OP3  

Otu0140 unclassified Bacteria 100 Uncultured Verrucomicrobia (HQ462506.1) 99 Uncultured Verrucomicrobia 

Otu0141 Rheinheimera 100 Uncultured Rheinheimera sp. (JF826426.1) 99 Uncultured Rheinheimera sp. 

Otu0142 unclassified Caulobacteraceae 100 Uncultured Caulobacter sp. (JQ177421.1) 98 Uncultured Caulobacter sp.  

Otu0143 Actinomyces 100 Uncultured Actinomyces sp. (FJ976258.1) 100 Uncultured Actinomyces sp. 

Otu0144 Actinomyces 100 Uncultured Actinomyces sp. (JQ997181.1) 99 Uncultured Actinomyces sp. 
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Anexo B - Descrição da importância agrobiotecnologica das OTUs detectadas no Capitulo I de acordo com a literatura consultada 

 

OTUs Gênero/espécie Função descrita na literatura 
Tecidos de cana-de-açúcar 

onde já foram reportadas 
Referencias 

Otu0001 Novosphingobium sp. FBN; PCP FA; 1; 2; 3 

Otu0002 Sphingomonas sp. FBN; PCP; PFH RZ; CO; 1; 4; 5; 6; 7 

Otu0003 Methylobacterium sp.  FBN; SFO CO; FA 1; 8; 9 

Otu0004 Cupriavidus metallidurans  - CO 1 

Otu0005 Ralstonia sp. - CO 1 

Otu0006 Uncultured Hydrotalea - - - 

Otu0007 Nevskia aquatilis - N.e.a. 1 

Otu0008 Uncultured Betaproteobacteria - - - 

Otu0009 Uncultured Proteobacteria - - - 

Otu0010 Uncultured Methylocella sp. FBN; - 11 

Otu0011 Bradyrhizobium sp. FBN; PFH; PCP; PSI; SMP RZ; 1; 12; 13; 14; 15; 16 

Otu0012 Methylobacterium radiotolerans  FBN; SFO; ACD - 8; 9 

Otu0013 Acinetobacter schindleri FBN; ACD; PCP; PFH; SFO; PSI CO; FA 1; 17; 18; 19; 

Otu0014 Sphingomonas sp. FBN; PCP; PFH RZ; CO; 1; 4; 5; 6; 7 

Otu0015 Janthinobacterium sp. PFH N.e.a. 1; 20 

Otu0016 Uncultured Polyangiaceae - - - 

Otu0017 Uncultured Sphingomonadales - - - 

Otu0018 Pedobacter sp. PFH CO; FA 1;  21 

Otu0019 Staphylococcus haemolyticus  - N.e.a. 1 

Otu0020 Pseudomonas sp. FBN; PFH; PCP; PSI; SMP;  CO; FA; RZ 1; 4; 7; 22; 23; 24; 25; 26; 27; 28 

Otu0021 Yersinia nurmii - - - 

Otu0022 Mitochondria - - - 

Otu0023 Pedobacter jejuensis PFH CO; FA 1; 21 

Otu0024 Streptococcus sp. - - 1 

Otu0025 Rhodopseudomonas sp. PFH - 30 

Otu0026 Acinetobacter lwoffii FBN; ACD; PCP; PFH; SFO; PSI CO; FA 1; 17; 18; 19; 

Otu0027 Uncultured Pedomicrobium sp. - N.e.a. 1 

Otu0028 Jatrophihabitans sp. - - - 

Otu0029 Pseudomonas sp.  FBN; PFH; PCP; PSI; SMP;  CO; FA; RZ 1; 4; 7; 22; 23; 24; 25; 26; 27; 28 

Otu0030 Uncultured Actinobacteria - - - 

Otu0031 Chloroplast - - - 

Otu0032 Salmonella enterica - - - 

Otu0033 Kurthia gibsonii PCP - 30 

Otu0034 Sediminibacterium sp. - N.e.a. 1 

Otu0035 Uncultured Comamonadaceae - - - 

Otu0036 Uncultured Caulobacter sp. PFH; SFO; ACD; FBN RZ; CO; FA 1; 32; 33 

Otu0037 Veillonella sp. - - - 
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OTUs Gênero/espécie Função descrita na literatura 
Tecidos de cana-de-açúcar 

onde já foram reportadas 
Referencias 

Otu0038 Uncultured bacterium - - - 

Otu0039 Brevundimonas sp. - - - 

Otu0040 Unclassified Chitinophagaceae - - 1 

Otu0041 Devosia sp. - N.e.a. 1 

Otu0042 Capnocytophaga granulosa - N.e.a. 1 

Otu0043 Cloacibacterium sp. - N.e.a. 1 

Otu0044 Alishewanella jeotgali PFH; FBN - 34 

Otu0045 Chryseobacterium hispanicum SFO;  RZ; CO; FA 1; 35 

Otu0046 Uncultured Moraxellaceae - - - 

Otu0047 Polaromonas sp. - N.e.a. 1 

Otu0048 Uncultured Betaproteobacteria - - - 

Otu0049 Rhizobium sp. FBN; PFH; SFO; PSI RZ; CO 1; 7; 15; 20; 22; 32; 36 

Otu0050 Aerococcus viridans  ACD - 37 

Otu0051 Leuconostoc gelidum  - N.e.a. 1 

Otu0052 Escherichia coli  - RZ 4;  

Otu0053 Chryseobacterium SFO;  RZ; CO; FA 1; 35 

Otu0054 Uncultured Proteobacteria - - - 

Otu0055 Uncultured Alloprevotella - - - 

Otu0056 Vibrio rumoiensis SFO; PFH; FBN; PSI - 34; 38; 39; 40 

Otu0057 Lactococcus piscium - CO 4; 

Otu0058 Acinetobacter septicus  FBN; ACD; PCP; PFH; SFO; PSI CO; FA 1; 17; 18; 19; 

Otu0059 Flavobacterium sp. FBN; PFH; PSI RZ; CO; FA 1; 21; 41;  42 

Otu0060 Stenotrophomonas maltophilia - RZ; CO 1; 4; 

Otu0061 Peptoniphilus sp. - - - 

Otu0062 Sphingopyxis sp. - N.e.a. 1 

Otu0063 Uncultured Gemella sp.  - - - 

Otu0064 Stenotrophomonas sp. - RZ; CO 1; 4; 

Otu0065 Uncultured Acetobacteraceae - - - 

Otu0066 Pseudomonas aeruginosa FBN; PFH; PCP; PSI; SMP;  CO; FA; RZ 1; 4; 7; 22; 23; 24; 25; 26; 27; 28; 29 

Otu0067 Sphingomonas sp. FBN; PCP; PFH RZ; CO; 1; 4; 5; 6; 7 

Otu0068 Lactococcus lactis - CO 4; 

Otu0069 Ochrobactrum sp. FBN; FA; 1; 2 

Otu0070 Bacillus thuringiensis ACD; PCP; PSI; PFH; SFO;  RZ; CO; FA 1; 4; 17; 22; 43; 44; 45; 46 

Otu0071 Aeromonas sp. - - - 

Otu0072 Uncultured bacterium  - - - 

Otu0073 Odontella sp.  - - - 

Otu0074 Uncultured Myxococcales - - - 

Otu0075 Uncultured Desemzia sp. SFO; PFH - 46 

Otu0076 Rothia amarae - - - 

Otu0077 Streptococcus salivarius  - N.e.a. 1 

Otu0078 Achromobacter sp. ACD; BFN; PSI CO 1; 47; 48; 49 
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OTUs Gênero/espécie Função descrita na literatura 
Tecidos de cana-de-açúcar 

onde já foram reportadas 
Referencias 

Otu0079 Burkholderia sp. ACD; SMP; PFH; FBN; SFO; PSI; PCP CO; FA; RZ 1; 4; 9; 25; 50; 51; 52; 53 

Otu0080 Uncultured Corynebacterium sp. - N.e.a. 1 

Otu0081 Lactobacillus paracasei - - - 

Otu0082 Nocardioides sp. - N.e.a. 1 

Otu0083 Uncultured Vagococcus sp. - - - 

Otu0084 Lactobacillus acidophilus - - - 

Otu0085 Paracoccus sp. - N.e.a. 1 

Otu0086 Uncultured WD272 - - - 

Otu0087 Arthrobacter sp. SMP; SFO RZ 4; 54; 55 

Otu0088 Uncultured Algoriphagus - - - 

Otu0089 Neorhizobium sp.  PFH; SMP - 56; 57 

Otu0090 Uncultured Corynebacterium - N.e.a. 1 

Otu0091 Uncultured bacterium  - - - 

Otu0092 Phyllobacterium myrsinacearum FBN - 58; 59 

Otu0093 Uncultured Alloiococcus - - - 

Otu0094 Bosea sp. FBN; PFH CO 1; 4; 60 

Otu0095 Uncultured Pasteurellaceae - - - 

Otu0096 Hyphomicrobium sp.  - N.e.a. 1 

Otu0097 Bacillus sp. ACD; PCP; PSI; PFH; SFO;  RZ; CO; FA 1; 4; 17; 22; 43; 44; 45 

Otu0098 Herbaspirillum hiltneri  FBN; PFH;  CO; FA; RZ 1; 4; 61; 62; 63; 64 

Otu0099 Uncultured  Betaproteobacteria - - - 

Otu0100 Uncultured bacterium  - - - 

Otu0101 Uncultured Massilia - - - 

Otu0102 Brochothrix thermosphacta - - - 

Otu0103 Cupriavidus metallidurans - N.e.a. 1 

Otu0104 Candidatus Arthromitus sp. - - - 

Otu0105 Uncultured Alloprevotella sp. - - - 

Otu0106 Uncultured bacterium  - - - 

Otu0107 Anaerococcus nagyae - - - 

Otu0108 Uncultured bacterium - - - 

Otu0109 Shewanella baltica PFH CO 65 

Otu0110 Salmonella bongori  - - - 

Otu0111 Uncultured Hydrogenophilus sp. - - - 

Otu0112 Fusobacterium nucleatum  - - - 

Otu0113 Uncultured gamma proteobacterium - - - 

Otu0114 Uncultured Enhydrobacter - N.e.a. 1 

Otu0115 Duganella sp. - - - 

Otu0116 Uncultured Lactobacillales - - - 

Otu0117 Rhodanobacter sp. - RZ 4;  

Otu0118 Uncultured Deinococcaceae - - - 

Otu0119 Uncultured Desulfobulbaceae - - - 
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OTUs Gênero/espécie Função descrita na literatura 
Tecidos de cana-de-açúcar 

onde já foram reportadas 
Referencias 

Otu0120 Comamonas jiangduensis - - - 

Otu0121 Streptococcus intermedius - - 1 

Otu0122 Uncultured Acidobacteria - - - 

Otu0123 Uncultured gamma proteobacterium  - - - 

Otu0124 Cupriavidus metallidurans  - - 1 

Otu0125 Uncultured bacterium - - - 

Otu0126 Uncultured Sulfurovum - - - 

Otu0127 Sphingomonas sp. FBN; PCP; PFH RZ; CO; 1; 4; 5; 6; 7 

Otu0128 Uncultured Rhizobiales - - - 

Otu0129 Janibacter sp. PCP - 66 

Otu0130 Uncultured organism - - - 

Otu0131 Veillonella sp.  - - - 

Otu0132 Uncultured Chthoniobacterales - - - 

Otu0133 Uncultured Labrys - N.e.a. 1 

Otu0134 Uncultured delta proteobacterium - - - 

Otu0135 Propionibacterium acnes  - N.e.a. 1 

Otu0136 Dietzia sp.  - - - 

Otu0137 Uncultured Alteromonadaceae - - - 

Otu0138 Sphingomonas sp. FBN; PCP; PFH RZ; CO; 1; 4; 5; 6; 7 

Otu0139 Uncultured candidate division OP3  - - - 

Otu0140 Uncultured Verrucomicrobia - - - 

Otu0141 Uncultured Rheinheimera sp. - - - 

Otu0142 Uncultured Caulobacter sp.  PFH; SFO; ACD; FBN RZ; CO; FA 1; 32; 33 

Otu0143 Uncultured Actinomyces sp. - N.e.a. 1 

Otu0144 Uncultured Actinomyces sp. - N.e.a. 1 

Legendas: FBN = Fixação Biológica de Nitrogênio; PCP = Proteção Contra Patógeno; PFH = Produção de Fitohormônios; SFO = Solubilização de Fosfato; ACD = 1-Aminocyclopropane-1-

carboxylate (ACC) deaminase; PSI = Produção de Sideróforos; SMP = Solubilização de Metais Pesados; N.e.a = Não especificado pelos autores, mas utilizando tecidos de cana-de-açúcar; RZ = 
Raiz; CO = Colmo; FA = Folha 
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Anexo C – Compilação de dados de gêneros isolados/detectados em tecidos de cana-de-Açúcar 

 

Gêneros deste e dos trabalhos anteriores Frequência Gêneros com frequência ≥3 
Número de OTUs  

presentes neste estudo 

Percentagem dos gêneros  

mais presentes em outros trabalhos  

detectados neste estudo (%) 

Acetobacter 1 Achromobacter 1 16,0 

Achromobacter 3 Acinetobacter 3 
 

Acidisoma 1 Azospirillum 0 
 

Acidocella 1 Bacillus 2 
 

Acidovorax 1 Bosea 1 
 

Acinetobacter 3 Burkholderia 1 
 

Actinoallomurus 1 Caulobacter 2 
 

Actinomadura 1 Citrobacter 0 
 

Actinomyces 1 Dyadobacter 0 
 

Actinoplanes 1 Enterobacter 0 
 

Actinopolymorpha 1 Klebsiella 0 
 

Afifella 1 Microbacterium 0 
 

Agrobacterium 2 Novosphingobium 1 
 

Alcaligenes 1 Ochrobactrum 1 
 

Alicyclobacillus 1 Paenibacillus 0 
 

Ammoniphilus 1 Pantoea 0 
 

Amycolatopsis 1 Pseudomonas 3 
 

Ancylobacter 1 Rhizobium 1 
 

Aquicella 1 Sphingomonas 5 
 

Arthrobacter 2 Stenotrophomonas 2 
 

Arthrospira 1 Streptomyces 0 
 

Asaia 1 Xanthomonas 0 
 

Asteroleplasma 1 Total 23 
 

Asticcacaulis 2 
   

Azorhizobium 1 
   

Azospirillum 4 
   

Azovibrio 1 
   

Bacillus 3 
   

Bacteroides 1 
   

Balneimonas 1 
   

Bdellovibrio 1 
   

Beijerinckia 1 
   

Blastochloris 1 
   

Blastomonas 1 
   

Bordetella 1 
   

Bosea 3 
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Gêneros deste e dos trabalhos anteriores Frequência Gêneros com frequência ≥3 
Número de OTUs  

presentes neste estudo 

Percentagem dos gêneros  

mais presentes em outros trabalhos  

detectados neste estudo (%) 

Bradyrhizobium 2 
   

Burkholderia 6 
   

Catellatospora 1 
   

Caulobacter 3 
   

Cellvibrio 1 
   

Chitinophaga 2 
   

Chondromyces 1 
   

Chromobacterium 1 
   

Chryseobacterium 1 
   

Chthoniobacter 1 
   

Citrobacter 3 
   

Cloacibacterium 1 
   

Clostridium 1 
   

Cohnella 1 
   

Collimonas 1 
   

Corynebacterium 1 
   

Crocinitomix 1 
   

Cryocola 1 
   

Cupriavidus 1 
   

Curtobacterium 2 
   

Curvibacter 1 
   

Cytophaga 1 
   

DA101 1 
   

Dactylosporangium 1 
   

Dechloromonas 1 
   

Delftia 1 
   

Devosia 1 
   

Dokdonella 2 
   

Dyadobacter 3 
   

Dyella 2 
   

Edaphobacter 1 
   

Emticicia 1 
   

Enhydrobacter 1 
   

Ensifer 1 
   

Enterobacter 7 
   

Enterobacteriaceae 1 
   

Erwinia 1 
   

Escherichia 2 
   

Filimonas 1 
   

Fimbriimonas 1 
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Gêneros deste e dos trabalhos anteriores Frequência Gêneros com frequência ≥3 
Número de OTUs  

presentes neste estudo 

Percentagem dos gêneros  

mais presentes em outros trabalhos  

detectados neste estudo (%) 

Flavisolibacter 1 
   

Flavobacterium 2 
   

Fluviicola 1 
   

Gemmata 1 
   

Geobacter 1 
   

Geodermatophilus 1 
   

Geothrix 1 
   

Gluconacetobacter 2 
   

Gluconobacter 1 
   

Glycomyces 1 
   

Gordonia 1 
   

Haemophilus 1 
   

Herbaspirillum 2 
   

heteroC45_4W 1 
   

Hylemonella 1 
   

Hyphomicrobium 2 
   

Iamia 1 
   

Inquilinus 2 
   

Janthinobacterium 1 
   

Kaistia 2 
   

Kaistobacter 1 
   

Kibdelosporangium 1 
   

Klebsiella 5 
   

Kribbella 1 
   

Labrys 1 
   

Lactococcus 1 
   

Legionella 1 
   

Leptothrix 1 
   

Leuconostoc 1 
   

Listeria 1 
   

Luteibacter 1 
   

Luteimonas 1 
   

Luteolibacter 1 
   

Lysobacter 2 
   

Mesorhizobium 2 
   

Methylibium 1 
   

Methylobacterium 2 
   

Microbacterium 4 
   

Mucilaginibacter 1 
   

Mycobacterium 2 
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Gêneros deste e dos trabalhos anteriores Frequência Gêneros com frequência ≥3 
Número de OTUs  

presentes neste estudo 

Percentagem dos gêneros  

mais presentes em outros trabalhos  

detectados neste estudo (%) 

Mycoplana 1 
   

Mycoplasma 1 
   

Neisseria 1 
   

Nevskia 1 
   

Niastella 1 
   

Nitrospira 1 
   

Nocardia 1 
   

Nocardioides 1 
   

Novosphingobium 3 
   

Ochrobactrum 3 
   

Opitutus 1 
   

OR-59 1 
   

Paenibacillus 3 
   

Pandoraea 1 
   

Pannonibacter 1 
   

Pantoea 4 
   

Paracoccus 1 
   

Parvibaculum 1 
   

Pedobacter 2 
   

Pedomicrobium 1 
   

Pedosphaera 1 
   

Phaeospirillum 1 
   

Phenylobacterium 1 
   

Pigmentiphaga 1 
   

Pilimelia 1 
   

Pimelobacter 1 
   

Pirellula 1 
   

Planctomyces 1 
   

Plesiocystis 1 
   

Polaromonas 1 
   

Pontibacter 1 
   

Promicromonospora 1 
   

Propionibacterium 1 
   

Prosthecobacter 1 
   

Pseudomonas 7 
   

Pseudonocardia 1 
   

Pseudoxanthomonas 1 
   

Rahnella 1 
   

Ralstonia 1 
   

Rathayibacter 1 
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Gêneros deste e dos trabalhos anteriores Frequência Gêneros com frequência ≥3 
Número de OTUs  

presentes neste estudo 

Percentagem dos gêneros  

mais presentes em outros trabalhos  

detectados neste estudo (%) 

Rhanella 1 
   

Rhizobium 4 
   

Rhodanobacter 1 
   

Rhodoferax 1 
   

Rhodoplanes 1 
   

Rickettsia 1 
   

Rickettsiella 1 
   

Rubrivivax 1 
   

Rubrobacter 1 
   

Saccharopolyspora 1 
   

Salinibacterium 1 
   

Salinispora 1 
   

Sediminibacterium 1 
   

Serratia 1 
   

Shinella 2 
   

Sinorhizobium 2 
   

Solirubrobacter 1 
   

Sphingobacterium 2 
   

Sphingobium 2 
   

Sphingomonas 3 
   

Sphingopyxis 1 
   

Spirochaeta 1 
   

Spirosoma 1 
   

Sporocytophaga 1 
   

Sporosarcina 2 
   

Staphylococcus 2 
   

Stenotrophomonas 4 
   

Steroidobacter 1 
   

Streptococcus 1 
   

Streptomyces 3 
   

Swaminathania 1 
   

Telmatospirillum 1 
   

Terriglobus 1 
   

Thermomonas 1 
   

Turneriella 1 
   

Uliginosibacterium 1 
   

Uncultured 1 
   

Variovorax 2 
   

Wolbachia 1 
   

Xanthobacter 1 
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Gêneros deste e dos trabalhos anteriores Frequência Gêneros com frequência ≥3 
Número de OTUs  

presentes neste estudo 

Percentagem dos gêneros  

mais presentes em outros trabalhos  

detectados neste estudo (%) 

Xanthomonas 3 
   

Yonghaparkia 1 
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Anexo D – Composição dos meios de cultivo utilizados 

 
Nome Composição (para 1000 mL) pH Referência 

DYGS 

2,0 g de glicose 

2,0 g de ácido málico 
1,5 g de peptona bacteriológica 

2,0 g de extrato de levedura 

0,5 g K2HPO4 

0,5 g MgSO4∙H2O 
1,5 g de ácido glutâmico 

15 de Agar 

6,0 

(RODRIGUES NETO; 

MALAVOLTA JR; VICTOR, 

1986) 

JMV 

5,0 g de manitol 

6 mL da solução 10 % de K2HPO4 

18 mL da solução 10 % de KH2PO4 

2 mL da solução 10 % de MgSO4∙7H2O 
2 mL da solução 10 % de NaCl 

2 mL da solução 1 % de CaCl2∙2H2O 

2 mL da solução 0,5 % de azul de bromotimol (0,2 N KOH) 

4 mL da solução 1,64 % de FeEDTA 
2 mL da sol. de micronutrientes para meio de cultura 

1 mL da sol. de vitamina para meio de cultura 

100 mg de extrato de levedura 

25 g de Agar 

5,4 
(BALDANI; BALDANI; 

DÖBEREINER, 1996) 

L9 

8,8 g de Na2HPO4∙H2O 

3,0 g de KH2PO4 
1,0 g de NH4Cl 

0,5 g de NaCl 

0,2 g de MgSO4 

1,0 g de glicose 
1,0 g de glutamato de sódio 

2,5 mL de solução de elementos traço 

15 g de Agar 

7,0 (YIM et al., 2010) 

Solução de micronutrientes para meio de cultura 

200 mg de Na2MoO4∙2H2O, 235 mg de MnSO4 ∙ H2O, 280 mg de H3BO3,  

8 mg de CuSO4∙5H2O, 24 mg de ZnSO4∙7H2O e q.s.p 200 mL de água destilada 

(BALDANI; BALDANI; 

DÖBEREINER, 1996) 

Solução de vitamina para meio de cultura 

10 mg de Biotina, 20 mg de Pyridoxol-HCl e q.s.p 100 mL de água destilada 

(BALDANI; BALDANI; 

DÖBEREINER, 1996) 

Solução de elementos traço 

23 mg de MnCl2·2H2O, 30 mg de MnCl4·H2O, 31 mg de H3BO3, 36mg de 
CoCl2·6H2O, 10 mg de CuCl2·2H2O, 20 mg de NiCl2·6H2O, 30 mg de 

Na2MoO4·2H2O, 50 mg de ZnCl2 

(YIM et al., 2010) 
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Anexo E – Classificação taxonômica de acordo com a maior similaridade encontrada nos bancos de dados SILVA e EzBioCloud para os 

genes 16S rRNA 

 
Isolados 

representativos 

(código) 

Grupos Box 

(>70%) 

Número de 

Bases (pb) 

SILVA (SINA) Identidade 

(%) 

EzBioCloud Similaridade 

(%) 

DYAPIAC4411 G1 1385 Sphingomonas 98 Sphingomonas sanguinis NBRC 13937 (BCTY01000091) 99,28 

DYAPRB4422 G2 1379 Sphingomonas 99 Sphingomonas sanguinis NBRC 13937 (BCTY01000091) 99,71 

DYAPIAC4402 G3 1384 Sphingomonas 99 Sphingomonas sanguinis NBRC 13937 (BCTY01000091) 99,78 

DYAPIAC4408 G4 1373 Sphingomonas 99 Sphingomonas aquatilis JSS7 (AF131295) 97,59 
DYAPRB4416 G5 1382 Sphingomonas 99 Sphingomonas sanguinis NBRC 13937 (BCTY01000091) 99,78 

JMAPIAC4402 G6 1386 Sphingomonas 99 Sphingomonas sanguinis NBRC 13937 (BCTY01000091) 99,64 

DYAPRB4435 G7 1383 Sphingomonas 99 Sphingomonas melonis DAPP-PG 224 (KB900605) 99,49 

DYAPIAC4401  1389 Sphingomonas 97 Sphingomonas yunnanensis YIM 003 (AY894691) 99,06 
DYAPIAC4407  1385 Sphingomonas 97 Sphingomonas abaci C42 (AJ575817) 99,64 

DYAPIAC4409  1382 Sphingomonas 97 Sphingomonas abaci C42 (AJ575817) 99,42 

DYAPIAC4410  1377 Sphingomonas 97 Sphingomonas spermidinifaciens 9NM-10 (JQ608324) 97,24 

DYAPIAC4412  1382 Sphingomonas 97 Sphingomonas panacis DCY99 (CP014168) 98,7 
DYAPIAC4414  1389 Sphingomonas 97 Sphingomonas polyaromaticivorans B2-7 (EF467848) 98,63 

DYAPIAC4415  1388 Sphingomonas 97 Sphingomonas kyeonggiensis THG-DT81 (KC252615) 97,19 

DYAPRB4417  1380 Sphingomonas 97 Sphingomonas kyeonggiensis THG-DT81 (KC252615) 97,71 

DYAPRB4418  1391 Sphingomonas 97 Sphingomonas yunnanensis YIM 003 (AY894691) 98,91 
DYAPRB4419  1387 Sphingomonas 97 Sphingomonas yunnanensis YIM 003 (AY894691) 98,99 

DYAPRB4428  1349 Sphingomonas 97 Sphingomonas kyungheensis THG-B283 (JN196137) 100 

DYAPRB4432  1353 Sphingomonas 98 Sphingomonas kyungheensis THG-B283 (JN196137) 100 

DYAPRB4433  1393 Sphingomonas 98 Sphingomonas sanguinis NBRC 13937 (BCTY01000091) 99,64 
DYAPRB4434  1367 Sphingomonas 99 Sphingomonas trueperi LMG 2142 (X97776) 99,63 

DYAPRB4436  1378 Sphingomonas 97 Sphingomonas pruni NBRC 15498 (BCYZ01000050) 97,96 

JMAPIAC4404  1379 Sphingomonas 98 Sphingomonas melonis DAPP-PG 224 (KB900605) 98,62 

JMAPIAC4405  1371 Sphingomonas 98 Sphingomonas melonis DAPP-PG 224 (KB900605) 98,61 
JMAPIAC4407  1418 Burkholderia-Paraburkholderia 100 Burkholderia gladioli NBRC 13700 (BBJG01000151) 99,5 

JMAPRB4409  1389 Sphingomonas 98 Sphingomonas paucimobilis NBRC 13935 (BBJS01000072) 99,06 

JMAPRB4410  1385 Sphingomonas 98 Sphingomonas yabuuchiae GTC 868 (AB071955) 99,42 

JMAPRB4413  1382 Sphingomonas 97 Sphingomonas abaci C42 (AJ575817) 99,42 
JMAPRB4415  1391 Sphingomonas 97 Sphingomonas melonis DAPP-PG 224 (KB900605) 98,34 

JMAPRB4416  1381 Sphingomonas 97 Sphingomonas kyungheensis THG-B283 (JN196137) 97,79 

JMAPRB4417  1387 Sphingomonas 97 Sphingomonas melonis DAPP-PG 224 (KB900605) 97,61 

 


