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RESUMO

Bactérias endofiticas residem nos tecidos internos das plantas em pelo menos uma etapa
do seu ciclo de vida, sem causar sintomas aparentes de doenca. S&o representadas por
uma grande diversidade bacteriana composta pelos filos Alfa-, Beta- e Gamma-
Proteobacteria, Actinobacteria, Firmicutes e Bacteroidetes. Em geral originam de
comunidades bacterianas das raizes ou epifiticas, bem como sementes infectadas,
podendo ainda, penetrar na planta ou ativamente ou por ferimentos e aberturas naturais.
ApoOs a penetracdo elas podem promover o crescimento vegetal pela producdo de
compostos promotores de crescimento, sendo ainda responsaveis pela liberagdo de
metabolitos antimicrobianos, que podem suprimir patdgenos. Apresentam potencial para
utilizacdo na agricultura e na industria, podendo ser empregadas como vetores para
introducdo de genes de interesse em plantas, inibidores de patdgenos e fontes de
metabolitos primarios e secundarios de interesse. Assim, elas sdo importantes tanto na
ciéncia basica como na aplicada, sendo de fundamental interesse o seu estudo. Portanto,
buscou-se com este trabalho levantar os principais aspectos da interacdo planta-bactéria
endofitica, enfatizando os processos de penetracdo, colonizacao e identificacdo delas na
planta, baseando-se nas discussdes atuais sobre o assunto.

Palavras-chave: Bactérias endofiticas, interacdo, colonizacao.

ABSTRACT

Endophytic bacteria inhabits internal tissue plant at least once in your life cycle, whitout
causing visible disease symptoms. Those bacteria are represented by phyla Alfa-, Beta
and Gamma-Proteobacteria, Actinobacteria, Firmicutes and Bacteroidetes. They are
commonly originated from bacterial communities from roots or from the plant surface, as
well from infected seed, or by plant penetration through active bacterial movements, by
plant tissue wounds or by natural plant fissures. After penetration, bacteria can promote
vegetal growth by producing promoting compounds, and also being responsabile by
antimicrobial metabolites exudation, that can have antagonistic role with pathogens. They
are potentially useful for agriculture and industry, can be used as vectors for interest gene
insertion in plants, as pathogens inhibitors and primary and secondary metabolite source.
Therefore, endophytic bacteria are important for both basic and applied science, and
research on them is very important. The main of this work was to raise questions on plant-
endophytic bacteria interaction, emphasizing penetration and colonization process in the
plant, based in actual discussion on the subject
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1 INTRODUCAO

A maioria das plantas vasculares abrigam bactérias endofiticas (FIRAKOVA et
al., 2007; XIE et al., 2020), com representantes Gram-positivas e Gram-negativas dos
filos Alfa-, Beta- e Gamma-Proteobacteria, Actinobacteria, Firmicutes e Bacteroidetes
(BACON & HINTON, 2007). Esses micro-organismos vivem intra ou intercelularmente
sem causar danos aparentes a planta (JOO et al., 2020; GOUVEIA et al., 2020), em pelo
menos uma parte do seu ciclo de vida (HARDOIM et al., 2008), e sdo detectados por
metodos culturais ou moleculares (KHAN et al., 2020).

A densidade populacional de endofiticos € variavel e depende essencialmente das
espécies bacterianas, do gendtipo e estadio de desenvolvimento do hospedeiro e das
condicdes do ambiente (ROSENBLUETH & MARTINEZ-ROMERO 2006). Depende
ainda da parte da planta a que associam, a exemplo do demonstrado em cana de agucar
em que a maior parte foi de isolados do caule e folnas (MAGNANI et al., 2010). Além
disso, os endoliticos podem expressar genes requeridos para entrada, colonizacao,
crescimento e sobrevivéncia no interior das plantas, estimulando o desenvolvimento
delas, competindo e suprimindo patdégenos e produzindo diversas substancias (AFZAL et
al., 2019). O organismo envolvido em associacdo endofitica tem a necessidade de
compartilhar recursos, e assim, o genoma codifica para diversos transportadores que
permitem o transporte de nutrientes produzidos pela planta (TAGHAVI et al., 2010).

A existéncia dessa interacdo planta-micro-organismo tem sido constatada em
diversas partes do vegetal, como: sementes, Ovulos, frutos, caules, folhas, raizes,
tubérculos, brotos, flores e inflorescéncias (ZHANG et al., 2006; MIGUEL et al., 2016),
sendo provavel que a entrada deles seja controlada pela planta e pelas condi¢cdes do
ambiente (SILVA et al., 2006; MIGUEL et al., 2019). Aos endofiticos tem sido atribuida
a capacidade de producdo de compostos promotores de crescimento das plantas como
auxinas, citocininas, giberelinas (HUREK & HUREK, 2011) e metabdlitos
antimicrobianos, além da supressdo da proliferacdo de nematdides (ROSENBLUETH &
MARTINEZ-ROMERO, 2006; CONTI, 2007). Essa relacdo parece proporcionar outras
vantagens, como protecdo contra patdégenos por inducdo dos mecanismos de defesa da
planta (COMPANT et al., 2010; ELJOUNAIDI et al., 2016), aumento do rendimento das
colheitas, fixacdo do nitrogénio atmosférico (ROSENBLUETH & MARTINEZ-
ROMERO, 2006; CONTI, 2007; PADDA et al., 2019) além da solubilizacéo e

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.7, n.1, p. 8777-8791 jan. 2021



Brazilian Journal of Development
ISSN: 2525-8761

8780

assimilacdo de fosfato (KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2004; WALIA et al., 2017). A
capacidade do micro-organismo em colonizar tecidos internos pode conferir vantagem
ecoldgica a ele em relacéo aos epifiticos, ja que os tecidos internos provém um ambiente
mais protegido de condi¢Bes extremas de temperatura, potencial osmético, radiacdo
ultravioleta e competicdo com outros micro-organismos (HALLMAN et al.; 1997; LATA
et al., 2014). Emrelacéo ao seu ciclo de vida, eles podem ser obrigatoérios ou facultativos.
Endofiticos obrigatérios sdo estritamente dependentes da associacdo com a planta para
crescimento e sobrevivéncia. Em contrapartida, os facultativos apresentam um estadio do
seu ciclo de vida bifasico, alternando entre plantas e 0 ambiente, 0 que constitui o estilo
de vida da maioria (HARDOIM et al., 2008).

Neste contexto, buscou-se com este trabalho levantar os principais aspectos da
interacdo planta-bactéria endofitica, enfatizando os processos de penetracdo, colonizagédo
e métodos de identificacdo do micro-organismo na planta, baseando-se nas discussdes

atuais sobre o assunto.

2 ASPECTOS SOBRE A COLONIZA(;AO NA PLANTA

Existe uma relacdo muito proxima entre bactérias endofiticas e rizosfeéricas e, por
isso, muitas delas podem penetrar na planta hospedeira via raizes (SPRENT &
DEFARIA,1988; VAN DER LELIE et al., 2009). Afirma-se que pontos de emergéncia
de raizes laterais e zona de diferenciacdo e alongamento perto da ponta da raiz sao locais
proeminentes para ingresso ativo do micro-organismo, onde tecidos um pouco
perturbados ou ndo completamente diferenciados podem facilitar a penetragdo (HUREK
& HUREK., 2011; FIRDOUS et al., 2019). Espacos intercelulares na epiderme,
regides corticais e células vegetais lisadas sdo os principais locais de colonizacdo, com
densidade alta de até 10 células/cm® (CHI et al., 2005). Tecidos vasculares e células do
xilema também podem ser invadidos, embora muitas vezes em densidades mais baixas
(COMPANT et al., 2010).

A colonizacdo pode ocorrer em trés etapas, onde na primeira a bactéria move-se
em direcdo as raizes da planta, passivamente ou atraves do fluxo de agua do solo, ou,
ainda, ativamente, por meio da atividade flagelar induzida por compostos liberados por
ela (SPRENT & DEFARIA,1988), em um mecanismo denominado quimiotaxia, que em
Azosprillum € induzida por acUcares, aminoacidos e &cidos organicos, entre outros
compostos (COMPANT et al., 2005). Para isso, genes envolvidos no reconhecimento da

célula e quimiotaxia dos exsudados radiculares devem ser ativados. A expressao de genes
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envolvidos na quimiotaxia tais como cheY, codificando um regulador de resposta de dois
componentes, cheA, codificando um regulador de resposta a quimiotaxia e pctA
codificando uma proteina quimiostética sdo down-regulados com exsudados de uma
cultivar de beterraba, mas ndo por exsudados de uma segunda cultivar. Assim, a
composicdo dos exsudados depende da cultivar, da exposicdo da planta ao estresse, do
estadio de crescimento, o que pode resultar em diferencas na comunidade bacteriana da
rizosfera e endofitica (COMPANT et al., 2010).

Numa segunda etapa, pode ocorrer uma adsor¢do nao especifica da bactéria as
raizes, seguida pelo ancoramento as mesmas (SPRENT & DEFARIA,1988; FIRDOUS et
al., 2019). Uma vez ligada as raizes a bactéria sofre vérias divisdes celulares e estabelece-
se em micro colénias (HARDOIM et al., 2008; LIU et al., 2017). Por fim, a bactéria
endofitica pode alcancar sitios especificos de tecidos danificados da planta, os quais
surgem naturalmente como resultado do crescimento vegetal, atraves dos pélos
radiculares e em juncOes epidermicas ou ainda, via ferimentos (SPRENT &
DEFARIA,1988). Dentro da planta, a colonizagdo pode ser sistémica pela migracao
atraves do sistema vascular e apoplasto ou local como em tecidos do cértex e xilema
(HALLMANN et al., 1997). Em Gram-negativas, o antigeno-O da camada LPS pode
contribuir para a colonizacdo radicular, um processo dependente da espécie bacteriana
envolvida.

Outra estrutura importante na colonizacao é o pillus do tipo 1V, o qual é essencial
para o estabelecimento de micro-col6nias de Azoarcus nas raizes de gramineas (DORR
et al, 1998). Por isso, a colonizacdo bem sucedida inclui genes envolvidos na
quimiotaxia, formacdo de flagelos e pili, além de vérias vias metabdlicas e sistemas de
transporte (COMPANT et al., 2010). A analise do genoma de Klebsiella pneumoniae
apresentou caracteristicas diazotroficas, anaerdbias facultativas e endofiticas, com a
presenca de genes envolvidos na degradacdo de carboidratos, incluindo compostos
aromaticos e celuloliticos, tracos importantes na ciclagem de nutrientes e carbono e sua
habilidade para formar associacdes endofiticas (FOUNTS et al., 2008).

A colonizacdo endofitica é possivel pela grande diversidade de enzimas
produzidas por seus representantes, tais como celulases e pectinases (HALLMAN et al.,
1997), xilanases, liquenase, mananase (CHO et al., 2010; SINGH et al., 2017), além de
outras enzimas hidroliticas. Essa degradacdo enzimatica tem sido observada no momento
da colonizacdo da epiderme radicular, mas ndo nos espacos intercelulares do cortex, mas

muito pouco € conhecido sobre a regulacdo desses processos. Entretanto, sabe-se que a
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liberacdo constitutiva de hidrolases ndo é desejada, uma vez que poderia resultar em
patogenicidade da planta (HALLMAN et al., 1997). Os niveis de enzimas degradadoras
da parede celular produzidas por bactérias colonizadoras das raizes diferenciam as
endofiticas com baixos niveis, das patogénicas com niveis altos danosos (HARDOIM et
al., 2008). Alguns flavondides aumentam em até 100% o numero de raizes laterais de
Arabidopsis Thaliana colonizadas por Herbaspirillum seropedicae e Azorhizobium
caulinodans e em Rhizobium esses compostos estdo envolvidos em mecanismos de
resisténcia sistémica (ROSENBLUETH & MARTINEZ-ROMERO, 2006).

A planta quando em estresse utiliza a enzima fenilalanina amonia liase (PAL),
responsavel pela metabolizacdo de fitoalexinas, a qual apresenta maior atividade nessas
situacdes, produzindo acido cindmico, um precursor para a sintese de lignina e compostos
aromaticos (BUCHANAN et al.; 2000). Em geral, essa cascata de rea¢es em plantas é
induzida por patdgenos, mas € provavel que micro-organismos endofiticos também

desencadeiem esse processo.

3 BENEFICIOS DA UTILIZACAO DE BACTERIAS ENDOFITICAS

Bacterias endofiticas podem ser utilizadas como uma alternativa de menor
impacto ambiental no controle da ferrugem do cafeeiro causada por Hemileia vastatrix
(SILVA et al., 2008; MUTHUKUMAR et al., 2017; SILVA et al., 2019), uma vez que ao
colonizarem as folhas impedem a germinacdo dos uredosporos pela secrecdo de
substancias antimicrobianas (SHIOMI et al., 2006). Dentre as espécies que apresentam
melhor desempenho nesse tipo de controle estdo: Bacillus lentimorbus, Bacillus cereus,
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, e Klebsiella pneumoniae (SHIOMI et
al., 2006). Como os micro-organismos patogénicos afetam a salude da planta e constituem
em grande ameaca a producdo de alimentos bactérias endofiticas podem ser consideradas
como estratégia interessante no controle bioldgico desses patogenos (HASEGAWA et al.,
2006; HONG & PARK 2016). Elas podem ainda, produzir hormdnios de crescimento tais
como acido indol-acético, citocininas, além de melhorar a absorcdo de nutrientes como
fosforo e nitrogénio, sendo que essas bactérias regulam as qualidades nutricionais tais
como razdo carbono-nitrogénio (ZHANG et al., 2006). Klebsiella pneumoniae, por
exemplo, é fixadora de nitrogénio atmosférico, uma caracteristica comprovada através de
analise genémica pela presenca de um regulon envolvido na fixacdo desse elemento
(FOUNTS et al., 2008). Entretanto, essa colonizacdo ndo é dependente da habilidade da

bactéria em fixar nitrogénio, uma vez que mutantes Nif— Gluconacetobacter
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diazotrophicus ou Herbaspirillum seropedicae foram capazes exercé-la
(ROSENBLUETH & MARTINEZ-ROMERO, 2006).

Muitas endofiticas dos géneros Pseudomonas, Burkholderia and Bacillus sdo
conhecidas por produzirem metabdlitos secundarios como antibidticos, compostos
volateis, antifingicos, antivirais e inseticidas, entre outros. Elas sdo, portanto, fontes de
novos produtos naturais, com potencial para utilizacdo em biotecnologia. Além disso,
bactérias endofiticas, pela infinita gama de compostos que podem degradar, sdo
importantes em processos de biorremediacdo e melhoria da fitorremediacdo (RYAN et
al., 2008; LIU et al., 2017). Assim, técnicas de engenharia genética tém sido utilizadas
para aumentar o potencial de degradacdo de compostos xenobidticos por bactérias
endofiticas associadas as raizes de plantas. Esses trabalhos demostram que essas bactérias
melhoradas com a via de degradacéo adequada ndo so apenas protegem a planta contrao
efeito fitotoxico do contaminante, mas tambem influenciam na degradacdo total do
contaminante, reduzindo sua evapotranspiracdo para o ambiente (BARAC et al., 2004).

Em folhas, ramos, raizes e frutos de cafeeiro cultivados no Havai, Colémbia e
México, foram isoladas bactérias endofiticas, sendo a maior quantidade dessas nas
sementes (VEGA et al.,, 2005). Os autores constataram o predominio de Bacillus,
Bulkholderia, Clavibacter, Pseudomonas, Escherichia, Micrococcus, Pantoea, Serratia
e Stenotrophomonas. Em frutos de café arabica, as ocorréncias de Staphylococcus
simulans, Bacillus niacini, Pectobacterium carotovorum/carotovorum, Salmonella
typhimurium, Enterobacter amnigenus, Brevibacterium epidermis/iodium, ja foram
também demonstradas (CORDERO, 2008). Como na composicdo do mesocarpo
mucilaginoso de frutos maduros de café estdo os agucares simples, polissacarideos
complexos, proteinas, lipideos e minerais (DE CASTRO & MARRACCINI., 2006), eles
sdo considerados um excelente meio de cultura para o crescimento e estabelecimento de
diversos micro-organismos, sejam eles bactérias, fungos ou leveduras. Assim, tem-se
estudado a relacdo dessa microbiota natural com o possivel papel que ela exerce na
producdo de metabdlitos secundarios que interferem positiva ou negativamente na

qualidade da bebida.

4 METODOS PARA IDENTIFICAGAO DE ENDOFITICOS
O critério para distinguir bactérias endofiticas verdadeiras requer isolamento do

micro-organismo de uma superficie previamente esterilizada e também a visualizacao
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microscopica destes micro-organismos dentro dos tecidos da planta (RUBY &
RAGHUNATH., 2011; ANJUM & CHANDRA, 2015).

Um método bioquimico considerado como discriminador taxondmico para a
identificacdo de espécies em comunidades microbianas é a analise de ésteres metilicos de
acidos graxos (FAMEs) (HILL et al., 2000; GONTIJO et al., 2018). Tal método consiste
na esterificacdo dos lipideos extraidos da amostra, seguida da separacao e identificacdo
por cromatografia gasosa, baseados nos tempos de reten¢do na coluna cromatogréfica,
comparados aos tempos de retencdo dos padrdes submetidos ao mesmo processo (KIRK
et al., 2004). Ele tem sido utilizado para estudar a composi¢do da comunidade microbiana
e mudancas na populacdo em razdo de contaminantes quimicos (SICILIANO &
GERMIDA, 1998), bem como na identificacdo de isolados de bactérias em folhas, ramos,
talos e raizes (VEGA et al., 2005) e também de endofiticas cultivaveis em frutos de café
(CORDERO, 2008; MIGUEL et al., 2013).

Outra ferramenta frequentemente utilizada para se identificar isolados
desconhecidos é o sequenciamento do gene rDNA 16S e subsequente comparagdo da
sequéncia com as depositadas nos Bancos de dados, como o Genbank (National Center
for Biotechnology Information) (TEMMERMAN et al., 2004). O gene rDNA 16S ¢ alvo
de primers para estudos da diversidade porque esta presente em todos 0s organismos e
pouco sujeito a transferéncia horizontal (KIRK et al., 2004). A sequéncia ainda contém
regibes variaveis espécie-especifica, o que permite a identificacdo dos isolados
bacterianos em nivel de espécie. Assim, é o de escolha para a construcdo de primers,
reacdo em cadeia de polimerase (PCR), sequenciamento e alinhamento de sequéncias
(CAl et al., 2003). Com esse tipo de analise é possivel conhecer os géneros bacterianos
em mais de 90 % dos casos e as espécies entre 65 a 83 % (JANDA & ABBOTT, 2007),
e, quando o poder discriminatério ndo € suficiente, a analise filogenética exclui outros
géneros e espécies. Assim, os dados de sequenciamento sdo mais apurados em razdo das
relacBes filogenéticas disponiveis (MIGNARD & FLANDROIS, 2006). Como
dificuldades encontradas listam o reconhecimento de novos taxons e a existéncia das
poucas sequéncias depositadas nos bancos de dados (JANDA & ABBOTT, 2007). A
maior limitacdo da técnica ocorre quando duas espécies bacterianas distintas
compartilham sequéncia rDNA 16S muito similares (WOO et al., 2008).

O sequenciamento do gene rDNA 16S origina dados ndo ambiguos e
reprodutiveis, mesmo para isolados raros (DRANCOURT et al., 2000), e tem se tornado

0 método de referéncia para a taxonomia e identificacdo bacterianas (MIGNARD &
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FLANDROIS, 2006). O uso de sequéncias do rDNA 16S tem levado a reclassificacéo e
renomeacdo de géneros e espécies bacterianas, além de permitir a classificacdo de micro-
organismos ndo cultivados e facilitar a descoberta e classificacdo de novas especies
(WOO et al., 2008).

Outro método para estudo da diversidade microbiana inclui a analise do perfil
fisiolégico das comunidades. Esse método é dependente de cultivo e tem a condicdo de
determinar a capacidade do micro-organismo em utilizar diferentes fontes de carbono “in
vitro”. A metodologia é baseada no uso de microplacas contendo 190 fontes alternativas
de carbono. Essas sdo importantes quando se avalia a diversidade metab6lica potencial
de comunidades microbianas em diferentes ambientes (KIRK et al., 2004; BOCHNER,
2009; AFZAL et al., 2019). Entretanto, atualmente, a abordagem polifésica é a de escolha
(VANDAMME et al., 1996), por tornar as analises mais robustas pela adi¢éo a coeréncia
morfologica e bioquimica das espécies, reforcadas por resultados de sequenciamento e
reconstrucdo filogenética (STACKEBRANDT & EBERS, 2006). Ao contrario das
endossimbioses ou sistemas patogénicos bem estudados, a base molecular das
interacdes endofiticas ainda ndo € bem compreendida (HUREK & HUREK, 2011).
Anélises gendmicas comparativas poderdo fornecer uma melhor compreensdo da
dindmica da comunidade, sinalizacao e fun¢des em associagcdes enddfito- planta (HUREK
& HUREK, 2011).

5 CONSIDERACOES FINAIS

Bacterias endofiticas tém sido encontradas em varias plantas estudadas, onde
colonizam os tecidos internos do seu hospedeiro. A maioria desses micro-organismos
originam das raizes, entretanto podem ser transmitidos via ferimentos e aberturas
naturais, ou penetram ativamente pela producdo de enzimas hidroliticas. Essa relacdo
parece proporcionar outras vantagens, como protecdo contra patégenos por inducdo dos
mecanismos de defesa da planta aumento do rendimento das colheitas, fixacdo do
nitrogénio atmosférico além da solubilizacdo e assimilacdo de fosfato, promovendo o
crescimento da planta. Além disso, séo utilizadas na remocao de agentes toxicos do solo.

A caracterizacdo de bactérias endofiticas requer isolamento do micro-organismo
de uma superficie previamente esterilizada, seguida por métodos culturais e moleculares,
aléem de estudos de filogenia. Ainda, a analise dos genomas sequenciados e a
caracterizacdo dos genes desconhecidos e a identificacdo de genes expressos durante a

colonizacdo auxiliam a entender o processo de colonizacdo e interacdo de bactérias

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.7, n.1, p. 8777-8791 jan. 2021



Brazilian Journal of Development
ISSN: 2525-8761

8786

benéficas em plantas. Assim, 0s estudos dessas interacBes e sua funcdo dentro do

hospdeiro sdo importantes para abordar a relevancia ecolédgica dos endofiticos.
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