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Resumo: Micro-organismos endofiticos sdo aqueles que habitam internamente nos tecidos
vegetais pelo menos uma parte do seu ciclo de vida, sem causar dano aparente, podendo auxiliar
no crescimento e desenvolvimento, realizando fixa¢do biolégica de nutrientes. Sabendo que a
adubacao quimica pode ter um alto custo beneficio, e que para a maioria dos produtores
familiares torna-se uma pratica inviavel. Sdo necessarios estudar tecnologias que envolvam o
processo de fixacdo bioldgica de Nitrogénio com a finalidade de possibilitar a sustentabilidade
na agricultura. Diante disso, o0 objetivo do presente estudo foi de isolar bactérias endofiticas da
mandioca da variedade Caravela. Foram utilizados os meios TSA; JNFB; LGI-P; LGI; NFB sélidos
seletivos para crescimento de bactérias diazotroficas, inoculadas em trés repeticdes, avaliadas
suas caracteristicas e realizado o teste de gram. Apos as inoculagfes, os meios foram incubados
em estufa bacteriolégica e mantidos a uma temperatura de 31 °C. Os homogeneizados no
agitador orbital, nos meios TSA, JNFB, LGI, LGI-P e NFB cresceram 4; 0; 0; 0 e 1 colbnias,
respectivamente e centrifuga, observou-se que nos meios cresceram 4; 0; 1; 1 e 2 colbnias
respectivamente. As possiveis estirpes de bactérias endofiticas presentes nas manivas da
variedade Caravela podem ser dos géneros Bacillus, Azospirillum e Burkholderia.
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Diversity of endophytic bacteria associated with Manihot (Manihot
esculenta Crantz)

Abstract: Endophytic microrganisms are those that inhabit internally in the vegetal tissues at least
a part of its life cycle, without causing apparent damage, being able to aid in the growth and
development, realizing biological fixation of nutrients. Knowing that chemical fertilization can be
very cost effective, and that for most of the family growers it is an impractical practice. It is
necessary to study technologies that involve the biological Nitrogen fixation process in order to
enable sustainability in agriculture. Therefore, the objective of the present study was to isolate
endophytic bacteria from cassava of the Caravela variety. TSA media were used; JNFB; LGI-P;
LGI; NFB solids selective for growth of diazotrophic bacteria, inoculated in three replicates,
evaluated its characteristics and performed the gram test. After the inoculations, the media were
incubated in a bacteriological oven and maintained at a temperature of 31 °C. The homogenized
in the orbital shaker, media TSA, JNFB, LGI, LGI-P and NFB increased 4; 0; 0; 0 and 1 colonies,
respectively and centrifuged, it was observed that in the media grew 4; 0; 1; 1 and 2 colonies
respectively. The possible strains of endophytic bacteria present in the caravels of the Caravela
variety may be of the genus Bacillus, Azospirillum and Burkholderia.
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INTRODUCAO

Micro-rrganismos endofiticos
sdo aqueles que habitam, pelo menos
por um periodo de seu ciclo de vida, nos
tecidos internos de um vegetal, como
raizes, folhas e caules, mas nao causam
aparentemente nenhum dano a seus
hospedeiros (AZEVEDO, 1998;
HOLDERNESS et al, 2000). Eles
ocorrem em muitas, sendo em todas as
espécies de plantas cultivaveis,
exercendo diversas funcbes de
importancia para o hospedeiro, como
por exemplo, a protecéo das plantas ao
ataque de insetos, de doencas e ao
atague de mamiferos herbivoros por
meio da produgdo de toxinas
(AZEVEDO et al., 2002; STROBEL et
al., 2004). Estes micro-organismos
também exercem beneficios que
promovem o crescimento das plantas
através de mecanismos como: fixacao
biolégica de nitrogénio (MOREIRA et al.,
2013).

A mandioca (Manihot esculenta
Crantz), apesar de apresentar grande
capacidade de adaptacdo a condigcbes
extremas, extrai elevadas quantidades
de nutrientes do solo, principalmente N,
e 0 custo dos adubos quimicos e/ou
organicos, quando adquiridos fora da
propriedade, pode chegar a 35%-40%
do custo da producéo, o que torna esta
pratica inviavel para a maioria dos
pequenos agricultores (SOUZA et al.,
2006). Entdo, verifica-se que nesses
modelos de agricultura, tecnologias que
envolvam o processo de fixacdo
biolégica de nitrogénio muitas vezes
afirmam-se como a Unica possibilidade
de viabilizacdo de sustentabilidade da
agricultura  (GLICK, 2012). Nesse
contexto, embora a cultura da mandioca
apresente uma elevada ocorréncia de
bactérias diazotréficas (BALOTA et al.,
1999; TEIXEIRA et al., 2007) determinar
a diversidade de bactérias diazotréficas,
nesta cultura com variedade agricolas
em Alagoas é fundamental para o

desenvolvimento de pesquisas basicas
e aplicadas, permitindo ndo s6 no
acumulo de dados sobre estes micro-
organismos, mas também, na selecéo
destes mais eficientes para maximizar a
produtividade da mandioca, e com isso
possibilitar a transferéncia/inclusdo da
tecnologia de inoculantes microbianos
no programa da mandioca. Mediante o
exposto, os objetivos do presente
estudo foi o de isolar micro-organismos
endofiticos da mandioca.

MATERIAL E METODOS

Isolamento das bactérias endofiticas
na mandioca

Para o isolamento das bactérias,
foram coletadas manivas (M. esculenta
Crantz) da variedade Caravela de forma
aleatéria em um cultivo de mandioca
localizado no povoado Bananeira no
municipio de  Arapiraca-AL. As
coordenadas de satélite de Bananeiras
sdo: latitude 9°49'0"S e longitude
36°37'0"W. As manivas foram lavadas
em agua corrente e sabao e apés este
procedimento, foram desinfestadas
superficialmente  segundo  método
descrito por Aradjo et al. (2002),
modificado com: &lcool 70% (1 min),
hipoclorito de s6dio 2% (6 min), alcool
70% (30 s) e, posteriormente
enxaguadas 3 vezes com agua
destilada. Sob condi¢cdes assépticas,
foram, entdo, cortadas em pequenos
pedacos de 10 gramas colocadas em
centrifuga e no agitador orbital com
solucdo salina obtendo-se, assim, uma
suspensdo. Desta suspensdo obtida,
considerada como a diluicdo 107, foi
realizada a série de diluicdes até 10° em
solucdo salina contida em tubos de
ensaio, utilizando-se pipetador
automatico.

Foram utilizadas as dltimas trés
diluicbes (107,10%,10°) com trés
repeticbes para o cultivo nos meios
selecionados para o isolamento das
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bactérias endofiticas. Com outra
ponteira estéril, comecando da maior
diluicdo para as menores, retirou-se 0,1
ml e foi depositado em placas de petri
contendo os meios Agar Triptona de
Soja da marca Himedia (TSA) para
isolar bactérias endofiticas do genéro
Bacillus, 0 meio utilizado para avaliar as
duas espécies de Herbaspirillum
utilizadas no inoculante sendo valor de
contagem a média das duas espécies
(INFB); o] seletivo para
Gluconacetobacter diazotrophicus -
sacarose 10% (LGI-P); o seletivo para
Azospirillum amazonense - sacarose
0,5% (LGI); e o meio seletivo para
isolar Azospirillum spp (NFB). Destes
meios sélidos citados acima, 0s que sao
para isolar, crescer e conservar
bactérias diazotréficas sdo os: IJNFB;
LGI-P; LGI e NFB preparados segundo
o Manual de Praticas Laboratoriais: um
guia para pesquisa (FIGUEIREDO et al.,
2013).

Contagem das colGnias

As placas foram incubadas a
temperatura especifica (a 31 °C), até o
aparecimento de coldnias
contabilizadas individualmente pelas
caracteristicas apresentadas.

Diferentes  colonias  foram
isoladas e 0s seus micro-organismos
analisados macroscopica e
microscopicamente. As bactérias foram
ainda avaliadas sob microscopia Optica
qguanto a sua morfologia e coloragéo de
Gram  (gram-positivas ou  gram-
negativas).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A quantidade de colbnias
isoladas da mandioca, variedade
caravela que foram  suspensas
utilizando a técnica do agitador orbital,
nos meios TSA, JNFB, LGI, LGI-P e
NFB cresceram 4; 0; 0; 0 e 1 colbnias,
respectivamente. Ja usando a técnica
da centrifuga, observou-se que 0s

meios TSA, JNFB, LGI, LGI-P e NFB
cresceram 4; 0; 1; 1 e 2 colbnias
respectivamente.

Caracterizacado morfoldgica

As tabelas 1 e 2 mostram as
caracteristicas de cada uma das

colénias quanto a cor, textura, forma,
margem e elevacgéo.
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Tabela 1. Morfologia das col6nias na técnica do agitador orbital

Meios de cultivo

Meios Colonias Cor Textura Forma Margem Elevacdo
A Nude Solida Circular Inteira Convexa
TSA B1 Branca Cremosa Circular Ondulada Umbilicada
B2 Bege Cremosa Circular Lobada Achatada
NFB C Amarelo Cremosa Irregular Lobada Achatada
Tabela 2. Morfologia das coldnias na técnica da centrifuga
Meios Colonias Meios de cultivo
Cor Textura Forma Margem Elevacdo
B1 Branca Cremosa Circular Lobada Umbilicada
Extremidade
TSA D esbracnc?rlrj]l(;ada Cremosa Circular Inteira Achatada
interior cinza
JNFB E Branca Cremosa Circular Dentada Umbilicada
LGI-P F Esbranquicada Solida Circular Inteira Achatada
Esbranquicada Cremosa Circular Fi Umbilicada
ilamentosa
G . com
interior escuro
NFB
Esbranquicada Cremosa Circular Fil Achatada
H com interior llamentosa
escuro
Caracterizacao fisiologica bactérias endofiticas foram

As 13 colbnias foram
transferidas para seus meios
especificos de crescimento e analisadas
suas caracteristicas fisiolégicas, mas s6
qguatro cresceram. Nas andlises
fisiolégicas foi possivel observar que as
colbnias apresentaram caracteristicas
semelhantes. A B1* apresentou
coloracdo roxa sendo assim gram-
positiva; B1 apresentou tanto coldnias
com coloragdo rosa como roxa sendo
assim positiva e negativa; NFB* e NFB
também positiva. 2 estirpes isoladas da
técnica do agitador orbital,
apresentaram o simbolo* como cédigo
de identificaco as outras 2 séo isoladas
da técnica da centrifuga. Apenas a
colénia B1 do meio TSA da centrifuga foi
gram-negativa, no entanto as demais
obtiveram resultados iguais sendo
gram-positivas. Essas colbnias de

conservadas e fardo parte do banco de
bactérias da Universidade Estadual de
Alagoas.

CONCLUSOES

A técnica da centrifuga foi mais
eficiente para suspender bactérias. As
bactérias endofiticas cresceram no meio
TSA. As possiveis estirpes de bactérias
endofiticas presentes nas manivas da
variedade Caravela podem ser dos
géneros Bacillus, Azospirillum e
Burkholderia.
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