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RESUMO 

 

 Bactérias são ubíquas, habitando os mais diversos ambientes, inclusive outros seres 

vivos. Sua composição e diversidade pode ser afetada pela condição de saúde ou doença 

do organismo hospedeiro. Neste cenário, este trabalho caracterizou as comunidades 

bacterianas endofíticas da endorrizosfera de Baccharis dracucunlifolia afetada pela galha 

do inseto Baccharopelma dracuncufoliae, bem como de folhas de plantas masculinas, 

com e sem galha de B. dracuncufoliae, a partir do sequenciamento parcial do gene de 

rRNA 16S utilizando diferentes plataformas de alta processividade: Ion Torrent e 

Illumina Hiseq 2000. Além disso, comparou-se a composição destas comunidades, 

usando análise de restrição do rDNA amplificado (ARDRA). A análise filogenética da 

microbiota da endorrizosfera mostrou uma comunidade diversa e complexa, representada 

por 17 filos. Destaca-se que 50% das sequências de rDNA 16S não foram classificadas 

no nível de filo. Proteobacteria predominou (28,7%), seguido pelos filos Actinobacteria 

(11,5%) e Acidobacteria (2,6%). As composições das comunidades bacterianas das folhas 

de plantas masculinas sadias e atacadas foram significativamente diferentes (p<0,05). Em 

ambas bibliotecas, Proteobacteria foi o filo mais abundante. Outros filos encontrados 

foram Actinobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes e Chorobi. A microbiota endofítica de B. 

dracuncufolia abriga bactérias metabolicamente diversas, com potencial para degradar 

grande variedade de compostos. Ao contrário do sequenciamento Illumina Hiseq 2000, o 

perfil ARDRA não revelou diferenças entre plantas masculinas sadia, com galha e plantas 

femininas sadia e com galha. Os resultados deste estudo indicam que B. dracunculifolia 

abriga uma comunidade   diversa e complexa, e que a presença do inseto galhador 

interfere na sua composição bacteriana. 
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ABSTRACT 

 

Bacteria are ubiquitous, inhabiting different environments, including other living beings. 

Composition and diversity may be affected by the health or disease conditions of the host 

organism. In this scenario, this work characterized the endophytic bacterial communities 

of Baccharis dracucunlifolia endorhizosphere affected by the gall insect Baccharopelma 

dracuncufoliae and leaves of male plants, with and without B. dracuncufoliae gall, from 

the partial sequencing of 16S rRNA gene using different high throughput platforms: Ion 

Torrent and Illumina HiSeq 2000. Furthermore, we compared the composition of these 

communities, using restriction analysis of the amplified rDNA (ARDRA). Phylogenetic 

analysis of the microbiota of endorrizosfera showed a diverse and complex community, 

represented by 17 phyla. It is noteworthy that 50 % of the sequences of 16S rDNA were 

not classified in the phylum level. Proteobacteria predominated (28.7 %), followed by the 

phyla Actinobacteria (11.5%) and Acidobacteria (2.6%). The compositions of the 

bacterial communities from the leaves of healthy and affected plants were significantly 

different (p < 0.05). In both libraries, Proteobacteria was the most abundant phylum. 

Other phyla found were Actinobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes and Chorobi. The 

endophytic microbiota of B. dracuncufolia harbour metabolically diverse bacteria with 

potential to degrade wide variety of compounds, which is expected when studying such a 

rich plant secondary metabolites as B. dracunculifolia. Unlike Illumina HiSeq 2000 

sequencing, the ARDRA profile revealed no differences between male healthy and gall 

plants, and female healthy and   gall plants. The results of this study indicate that B. 

dracunculifolia houses a diverse and complex community, and that the presence of 

galling insect interferes in their bacterial composition. 
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1.1 Considerações gerais 

 

Os microrganismos destacam-se pela ubiquidade nos diversos ambientes do 

planeta, inclusive no interior de outros organismos. A microbiota que habita os seres vivos 

reflete a infinidade de interações que os microrganismos estabelecem com outras formas 

de vida, de modo a construir-se uma relação de interdependência. 

Nessa troca mútua de vantagens em pró da sobrevivência, as alterações 

fisiológicas e bioquímicas do hospedeiro parecem atingir a microbiota em composição. 

Em humanos, por exemplo, já existem trabalhos revelando diferenças na 

composição da microbiota intestinal entre indivíduos obesos e magros, bem como entre 

indivíduos diabéticos e não diabéticos (Ley et al., 2006; Larsen et al., 2010; Burcelin et 

al., 2011; Tehrani et al. 2012). 

A composição da microbiota da pele de anfíbios demonstrou uma participação 

importante na defesa contra o fungo patogênico Batrachochytrium dendrobatidis, 

causador da doença citridiomicose. Algumas espécies de bactérias típicas da pele de 

anfíbios demonstraram a capacidade de produzir antimicrobianos que suprimem o 

crescimento desse fungo. Assim, uma mudança na composição da microbiota epidérmica 

de um anfíbio pode alterar sua resistência a este patógeno (Harris et al, 2009; Daskin e 

Alford, 2012) 

Trabalhos realizados com corais também comprovam a participação da microbiota 

na susceptibilidade desses animais a certas doenças. Já se conhece, por exemplo, alguns 

indivíduos resistentes ao branqueamento dos corais, um grave problema ambiental que 

degrada vários recifes. Essa proteção reside nos metabólitos secundários produzidos por 

algumas bactérias encontradas no interior do organismo (Shnit-Orland e Kushmaro, 2009; 

Daskin e Alford, 2012). 

A partir desses exemplos, é possível concluir que a microbiota de um organismo 

está sujeita a variações quando este sofre alguma mudança em seu estado fisiológico. Esse 

fenômeno parece ser comum aos seres vivos que abrigam dentro de si uma comunidade 

microbiana. Sendo assim, os vegetais, conhecidos por hospedarem um repertório 

significativo de microrganismos, podem apresentar tal variação em condições de doença. 
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 1.2. Microrganismos endofíticos 

 

Microrganismos endofíticos são definidos como organismos isolados do interior 

de tecidos vegetais (Araújo et al., 2002; Mano e Morisaki, 2008) e que, aparentemente, 

não provocam dano à planta hospedeira. Constituem-se, em sua maioria, de fungos e 

bactérias. Essa microbiota pode ser encontrada em vários tecidos internos da planta como 

raízes, caule, folhas, sementes e frutos (Coêlho et al., 2011). No interior desses tecidos, 

tais organismos podem residir dentro das células, no espaço intercelular ou no sistema 

vascular (Jacobs et al., 1985; Seghers et al., 2004). Assim, estabelecem com a planta 

relações mutualísticas, simbióticas ou simplesmente de comensalismo (Ulrich et al., 

2008). 

Microrganismos endofíticos ocupam o mesmo nicho ecológico de fitopatógenos 

tornando-se, por isso, potenciais candidatos a agentes de biocontrole (Araújo et al., 2002; 

Hallman et al., 1997). De fato, 88,6% das actinobactérias endofíticas isoladas do 

tomateiro apresentaram atividade antimicrobiana contra pelo menos um fitopatógeno 

(Oliveira et al., 2010). Além disso, Harish e colaboradores (2007) detectaram uma 

diminuição de 33% na infecção do vírus da banana BBTV, uma redução de 60% em 

relação ao grupo controle, ao tratar mudas de banana com uma mistura de bactérias 

endofíticas isoladas da raiz e do cormo da bananeira. 

Em trabalho conduzido por Sheng et al. (2008), dois isolados bacterianos 

endofíticos da raiz do rapé (Brassica napus), identificados como Pseudomonas 

fluorescens e Micobacterium sp., apresentaram resistência ao chumbo e a antibióticos, 

além de induzirem o alongamento das raízes e produzirem ácido indol acético. Ainda, 

Ramesh e Phadke (2012) confirmaram a eficácia das bactérias endofíticas no combate ao 

fitopatógeno Ralstonia solanarum, agente causador da murcha da berinjela. Devido à 

importância do controle de pragas na agricultura, diversas pesquisas envolvendo 

endofíticos têm sido realizadas (Eastwell et al., 2006; Harish et al., 2008; Ludueña et al., 

2012; Silva et al., 2012). 

O biocontrole de insetos é de especial importância, uma vez que poucos estudos 

foram feitos até o momento aprofundando a relação entre bactérias endofíticas e insetos 
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herbívoros. Pouco se conhece sobre o potencial desses microrganismos como agentes 

inibidores de pragas. Zhang e colaboradores (2010) descreveram uma bactéria endofítica 

com atividade inseticida. Os pesquisadores isolaram microrganismos endofíticos da raiz, 

caule, folhas e sementes da espécie Achnatherum inebrian, como a bactéria Streptomyces 

rochei, que aumentou em 85% a taxa de mortalidade herbívoro Aphis gossypii.Estes 

estudos tem sido realizados principalmente nas regiões temperadas, havendo, então, 

necessidade de maiores investigações nas florestas tropicais. (Ahmad et al., 1986; Butin, 

1992; Barker et al., 1996; Ball et al., 1997; Vega et al., 2008). 

  

Os resultados positivos tem incentivado a possibilidade de modificar 

geneticamente bactérias endofíticas de maneira que passem a secretar substâncias tóxicas 

a insetos pragas (Zhang et al, 2011). Fahey (1988; 1991) publicou os primeiros trabalhos 

sobre endofíticos geneticamente modificados para o controle de insetos e que, mais tarde, 

ensejou o desenvolvimento de um produto comercial denominado INCIDE (Azevedo et 

al., 2000). A resistência de plantas a insetos herbívoros mantida pela presença de 

endofíticos não é constante. Fatores como genótipo da planta (Breen, 1993) e do 

organismo endofítico (Christensen et al., 1991), estresse hídrico, nutrientes (Arechavaleta 

et al. 1989) e características físico-químicas do solo, bem como abundância de 

endofíticos, (Breen, 1992) podem afetar a eficiência desses mecanismos de resistência. 

Atribui-se também aos organismos endofíticos contribuições importantes para o 

crescimento e desenvolvimento do vegetal. Tal colaboração consiste na promoção do 

crescimento e do estabelecimento das plantas em condições adversas, acelerando, 

inclusive, a emergência de sementes (Araújo et al., 2002). Em estudo sobre a diversidade 

genética e o potencial para promoção do crescimento de bactérias endofíticas presentes 

em nódulos de soja na China, Li et al. (2008) encontraram bactérias endofíticas que, 

embora não demonstrassem estabelecer uma relação simbiótica com a soja, contribuíam 

com seu crescimento e desenvolvimento. Isso porque gêneros encontrados nos nódulos 

como Serratia, Burkholderia e Pantoea foram capazes de produzir ácido indol acético, 

solubilizar fosfato mineral e fixar nitrogênio atmosférico. 

He e colaboradores (2013) isolaram uma bactéria em Polygonum pubescens que também 

é capaz de produzir substâncias estimuladoras do crescimento, tais como ácido indol 

acético, desaminase 1-aminociclopropano-1-carboxílica e fosfato inorgânico 

solubilizado, além de induzir a absorção pela planta de metais pesados, representando 
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uma possível ferramenta a serviço da fitorremediação. Puente et al. (2009), por sua vez, 

inocularam bactérias endofíticas em sementes esterilizadas do cacto Pachycereus pringlei 

e plantaram-nas em solo de rocha pulverizada juntamente com sementes estéreis não 

inoculadas. Como resultado, apenas as plantas provenientes de sementes inoculadas com 

bactérias endofíticas conseguiram se desenvolver. Além disso, ao eliminar as bactérias 

introduzidas com antibióticos, o desenvolvimento da semente interrompeu-se. Esses 

experimentos demonstram claramente o papel desses microrganismos não apenas no 

desenvolvimento e crescimento da planta, mas também no seu estabelecimento em 

ambientes pouco favoráveis. Outras colaborações das bactérias endofíticas em favor do 

desenvolvimento vegetal consistem no estímulo do crescimento das raízes e da absorção 

de nutrientes do solo (Kuklinsky-Sobral et al., 2004). Duangpaeng et al. (2012) 

inocularam em sementes de arroz em germinação linhagens de endofíticos previamente 

testadas e positivadas para a produção de substâncias semelhantes ao ácido indol acético.  

O resultado observado foi um significativo aumento do crescimento das raízes, 

confirmando, mais uma vez, que a presença de bactérias endofíticas na planta tem 

natureza benéfica.  

Bactérias endofíticas são também responsáveis pela fixação do nitrogênio 

atmosférico, sendo, portanto, essenciais à sobrevivência de muitas espécies vegetais 

(Mano e Morisaki, 2008). Este tipo de bactéria endofítica, encontradas principalmente 

nas raízes das plantas, já é bem estudado e seus principais representantes são os gêneros 

Azosprillum, Herbaspirillum, Acetobacter e Azoarcus (Azevedo et al., 2000). Deve-se 

destacar que a maioria das bactérias endofíticas são gêneros comumente encontrados no 

solo, como Pseudomonas, Burkholderia, Azospirillum e Bacillus (Lodewyckx et al., 

2002). Esses microrganismos podem invadir os tecidos vegetais em uma parte ou durante 

todo o ciclo de vida da planta (Liam et al., 2008). 

As comunidades endofíticas de várias plantas já foram descritas, como arroz 

(Mano e Morisaki, 2008), batata (Andreote et al., 2010), tomate (Nejad e Jonhson 2000), 

citros (Araújo et al., 2002), soja (Kuklinsky-Sobral et al., 2008), cana-de-açúcar (Mendes 

et al., 2007), dentre outras. É notável que grande parte das comunidades de bactérias 

endofíticas caracterizadas origina-se de plantas importantes para o homem, como as 

espécies de relevância na agricultura e no comércio, em geral. A composição dessas 

comunidades varia de planta para planta. Fatores como, tecido vegetal habitado, idade da 

planta, tipo de solo e interação com outros microrganismos, afetam a estrutura e a 
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composição da comunidade bacteriana (Kuklinsky-Sobral et al., 2005; Astraful Islã et al., 

2010). 

Os estudos clássicos relacionados à diversidade de microrganismos endofíticos 

focam-se na caracterização de isolados obtidos a partir de tecidos internos após a 

desinfecção das superfícies das plantas com hipoclorito de sódio ou agentes similares 

(Michè e Balandreau, 2001). A maioria dos trabalhos utiliza técnicas de cultivo 

tradicional associadas ou não com a análise filogenética do gene do rRNA 16S bacteriano, 

seja para simplesmente analisar a diversidade ou para encontrar bactérias com fenótipos 

específicos (More et al., 2006; Sun et al., 2010; Phetcharat e Duangpaeng, 2011; 

aMontanez et al., 2012). 

1.3 Galhas  

 

Galhas são estruturas atípicas causadas por bactérias, vírus, nematoides, fungos, 

ácaros e insetos. São caracterizadas pela ocorrência de hipertrofias e/ou hiperplasias do 

tecido vegetal, gerando protuberâncias de vários formatos (Fernandes et al., 1998; Arduin 

e Krauss, 2001). A relação ecológica entre plantas e organismos indutores de galhas data 

de milhares de anos, constituindo um modelo importante para estudos de coevolução 

(Stone et al., 2003). Um tipo peculiar de galha se destacou por contribuir com o 

desenvolvimento das técnicas de biologia molecular: o tumor de galha. A utilização do 

plasmídeo Ti, como vetor de transferência de genes para células vegetais de dicotiledênas, 

é de grande importância biotecnológica (Llop et al., 2009). Esse plasmídeo está presente 

naturalmente na bactéria indutora Agrobacterium tumefasciens, sendo um componente 

chave na instalação e no desenvolvimento dos tumores (Drummond et al., 1977). 

Galhas entomógenas são crescimentos no tecido vegetal induzidos por insetos. As 

galhas constituem uma estratégia de adaptação dos agentes causadores, uma vez que 

conferem proteção contra predadores e suprimento alimentar, devido a um maior fluxo 

de nutrientes para a galha. Esse desvio revela a atividade espoliativa desses insetos, os 

quais podem ser considerados parasitas (Price et al., 1986, 1987). Como consequência, a 

planta pode ter seu crescimento inibido (Abrahamson e McCrea, 1986). Quanto ao local 

de instalação, as galhas podem se desenvolver por todo o corpo da planta, entretanto, é 

mais comum encontrá-las em folhas e ramos (Fernandes et al. 1988). Durante sua 
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formação, várias modificações ocorrem no tecido foliar a fim de disponibilizar para a 

larva em desenvolvimento tecidos nutritivos, proteção e abrigo (Arduin et al., 2005). 

Além disso, a produção de metabólitos secundários, como os compostos fenólicos, 

pode ser alterada.  Essas substâncias protegem a planta contra herbívoros, mas os insetos 

galhadores podem intensificar sua produção, afastando possíveis competidores e 

parasitoides (Soares et al., 2000). A diferenciação do tecido vegetal em galha é induzida 

por estímulos químicos ou mecânicos do inseto, tais como secreção salivar, fluidos, 

hormônios e mastigação do tecido vegetal (Hori, 1992; Ramalho e Silva, 2010). Esses 

estímulos fazem com que o citoplasma das células formadoras da galha torne-se mais 

denso e rico em substâncias nutritivas ao redor da câmara larval, tornando o centro da 

galha, aonde se localiza a larva em desenvolvimento (Arduin e Krauss, 2001).  

Seis ordens de insetos galhadores estão presentes na região Neotropical: Diptera, 

Lepidoptera, Hymenoptera, Coleoptera, Hemiptera e Thysanoptera. A ordem Diptera é a 

mais associada à produção de galhas. Estas formações exibem grande diversidade de 

formas, e a relação entre o inseto galhador e a planta hospedeira apresenta alta 

especificidade. Assim, é possível identificar o inseto galhador pela morfologia da galha 

presente na planta (Araújo et al., 2003). 

Em Baccharis dracuncufolia (alecrim-do-campo), a galha induzida por 

Baccharopelma dracuncufoliae (Hemiptera, Psyllidae) é a mais frequentemente 

observada (Fernandes et al., 1996).  Arduin e colaboradores (2005) perceberam que essa 

galha se desenvolve em quatro etapas: dobramento (Fig. 1-C), inchaço (Fig. 1-D), 

deiscência e senescência. A fase de dobramento consiste na proximidade das 

extremidades laterais da folha ao longo da nervura central, formando uma cápsula- dentro 

da qual a larva habita- dotada de uma fenda. Na fase de inchamento, os tecidos foliares 

da galha aumentam em espessura e a fenda da câmara se fecha ainda mais. Em seguida, 

na fase de deiscência, a fenda da galha se abre, permitindo a saída do inseto adulto. A 

última etapa é a de senescência, na qual a galha envelhece e seca. Sua cor muda do verde 

para cinza e deste para preto, quando ela já está completamente seca, mas ainda ligada à 

planta (Lara e Fernandes, 1994). 
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Todos os estudos envolvendo galhas entomógenas e microrganismos endofíticos 

disponíveis na literatura descrevem a interação entre fungos e insetos galhadores (Wilson, 

1995; Raman et al., 2012; Oki et al., 2009). No que concerne à relação entre bactérias 

endofíticas e galhas de insetos, nenhum trabalho foi publicado caracterizando essa 

interação. Contudo, isso não significa que esta interação não exista e que não seja 

relevante. Bactérias endofíticas e insetos galhadores dividem o mesmo espaço no interior 

da planta e, desta forma, é natural que as consequências desse contato afetem ambos. 

Trata-se, assim, de uma interessante área a se explorar. 

 

 

 

1.4 Baccharis dracunculifolia 

 

Baccharis dracunculifolia, cujo nome popular é Alecrim-do-campo, é um planta 

da família Asteraceae, de porte arbustivo de até 4 m de altura, lenhosa, dioica e perene. É 

encontrada nas partes altas da América do sul, como Argentina, Bolívia, Paraguai, 

Uruguai e Sudeste e Sul do Brasil (Barroso, 1976). 

Em relação à morfologia, apresenta ramos pilosos, folhas alternas e lanceoladas e 

ápices foliares ricos em glândulas. As flores são pequenas e se agrupam em 

Figura 1 - Etapas do desenvolvimento da galha de Baccharopelma dracuncufoliae em  Figura 1 - Baccharis dracunculifolia. Fonte: Lara e Fernandes (1994). 
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inflorescências, que crescem nos brotos. O dimorfismo sexual é observado pela cor das 

flores: plantas masculinas apresentam flores amarelo-claro e plantas femininas, flores 

brancas.  (Espírito-Santo et al., 2004).  

De acordo com Fernandes e colaboradores (1996), as espécies desse gênero 

apresentam a maior fauna conhecida de insetos galhadores dos Neotrópicos. Dentre os 

insetos galhadores específicos do gênero Baccharis, o psilídeo Baccharopelma 

dracuncufoliae é o mais comum (Burckhardt et al., 1994; Burckhardt, 1987). Além disso, 

Baccharis dracunculifolia é um importante recurso alimentar para várias espécies de 

insetos herbívoros, como Coleópteros, Hemípteros e Ortópteros (Fagundes et al. 2005).  

Baccharis dracunculifolia também é dotada de muitas propriedades medicinais. 

Seu exsudato resinoso contribui para a eficácia do própolis verde em tratar inflamações, 

desordens hepáticas, úlceras estomacais bem como apresentar atividade antifúngica, 

antibacteriana e antioxidante, (Massignani et al., 2010; Silva Filho et al., 2008). Bastos e 

colaboradores (2011) relataram uma possível associação entre a presença de galhas de 

Baccharopelma dracuncufoliae e a produção da resina que a espécie de abelha Apis 

melífera utiliza para fabricar o própolis verde. Eles pesquisaram duas populações de 

Baccharis dracunculifolia, uma em um ambiente urbano e outro rural, e descobriram que 

nas plantas da área urbana não havia galha de insetos, assim como não foi detectada a 

produção da substância resinosa. Na outra população, por sua vez, foi possível encontrar 

plantas galhadas e produtoras de resina. Os autores inferiram, então, que as galhas podem 

estimular a síntese de compostos defensivos que compõem a matéria-prima do própolis 

feito por Apis melífera. O mesmo trabalho ainda verificou não existir diferença na 

composição do própolis verde cujo exsudato se originou de plantas masculinas e 

femininas. 

Estudos realizados com plantas do gênero Baccharis não encontraram associação 

entre sexo e predisposição ao ataque de herbívoros (Espírito-Santo e Fernandes, 1998; 

Araújo et al., 2003). Entretanto, há na literatura vários relatos de mortalidade diferencial 

e segregação espacial entre espécies de plantas dioicas masculinas e femininas, como 

Acer negundo (Aceraceae) e Antennaria parvifolia (Asteraceae), entre outras 

(Byerzichudek e Eckhart, 1987; Eppley, 2001; Espírito-Santo e Fernandes, 2002). 

Também foram encontradas diferenças intersexuais nos mecanismos de defesa e no uso 

e alocação de recursos: plantas masculinas investem mais recursos em crescimento 
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vegetativo, enquanto plantas femininas, em estruturas reprodutivas (Byerzichudek e 

Eckhart, 1987). Recentemente, Jiang e colaboradores (2012) encontraram diferenças 

entre machos e fêmeas da espécie dioica Populus yunnanensisem relação à resistência ao 

solo contaminado com zinco, chuva ácida e ambos. Nesse estudo, os machos efetuaram 

maior alocação de Zinco do que as fêmeas, apresentaram síntese mais elevada de 

compostos indicadores de regulação da defesa contra metais pesados como Prolina, 

aminoácidos livres e tiois não proteicos e registraram taxas maiores de fotossíntese. Por 

outro lado, as fêmeas exibiram maior produção de espécies reativas do oxigênio e maior 

redução na massa total se comparadas aos machos. Novamente essas diferenças foram 

atribuídas ao maior investimento de plantas femininas em crescimento e reprodução se 

comparado às masculinas. 

A comunidade bacteriana endofítica e seus padrões sexo-específico em plantas 

dioicas de Baccharis dracunculifolia são ainda desconhecidos. Contudo, já existem 

trabalhos avaliando a diversidade de fungos endofíticos em Baccharis dracunculifolia. 

Oki e colaboradores (2009) mediram, entre outros parâmetros, a riqueza de fungos 

endofíticos com relação ao sexo do vegetal e encontraram uma riqueza similar, mas uma 

composição significativamente diferente entre os sexos da planta. 

O própolis verde brasileiro, produzido por abelhas a partir de substâncias resinosas 

do alecrim-do-campo, é reconhecido mundialmente por suas propriedades 

farmacológicas antibacteriana, antitumoral e anti-inflamatória, dentre outras (Teixeira et 

al., 2005). Curiosamente, ele se mostra superior aos demais própolis produzidos no 

mundo, pois é o único que contém a artepilin C, um poderoso composto apontado como 

o principal responsável pelos benefícios do consumo do própolis verde (Hata et al., 2012). 

 A caracterização da comunidade bacteriana endofítica do alecrim-do-campo é, 

assim, um passo preliminar para estudos mais aprofundados sobre uma possível 

contribuição dos organismos endofíticos para as propriedades medicinais encontradas em 

B. dracunculifolia e afins.  

A raiz é a principal via de entrada das bactérias endofíticas (Hurek e Hurek, 2011) 

e, por isto, tem sido a região mais (Oh et al., 2012; Moore et, al., 2006; Sun et al., 2008; 

Sheng et. al., 2008). A figura 2 ilustra a estrutura da rizosfera. 
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Figura 2 - Estrutura ideal da rizosfera. Fonte: McNear Jr., 2013. 

 

1.5 Métodos moleculares para identificação de procariotos  

 

Muitos microrganismos residentes em amostras ambientais como solos, águas e 

no interior de plantas não conseguem ser isolados em meios de cultura em virtude de suas 

condições específicas de crescimento ainda desconhecidas. Dessa forma, é necessário 

recorrer a métodos independentes de cultivo para identificar plenamente as comunidades 

ambientais microbianas. Nesse contexto, as técnicas moleculares destacam-se por sua 

ampla faixa de aplicação. 

Em se tratando de diversidade e filogenia de procariotos, a identificação molecular 

pelo gene do RNA ribossômico (rRNA) 16S tem sido a abordagem mais utilizada. Esse 

gene é altamente conservado e foi pouco afetado por transferências gênicas horizontais, 

constituindo-se, por isso, em um adequado marcador filogenético e com boa 

discriminação dos microrganismos no nível de gênero e, em alguns casos, de espécie. Ele 

é um dos componentes da subunidade ribossômica bacteriana 30S enquanto os genes 
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rRNA 23S e 5S compõem a subunidade maior 50 S. Além disso, possui um tamanho de 

1650 pares de base, o que o torna mais informativo do que o gene rRNA 5S (120 pares 

de base) e menos laborioso de se trabalhar, em virtude de sua menor extensão, do que o 

gene rRNA 23S (3000 pares de base) (Woese, 1987; Nascimento, 2011). Destaca-se, 

ainda, que milhões de sequências do gene de rRNA 16S estão disponíveis em bancos de 

dados. 

A identificação de procariotos utilizando o rDNA 16S como marcador molecular 

requer diversas  etapas: primeiramente busca-se em um banco de dados de nucleotídeos 

de domínio público uma sequência similar à encontrada no isolado; em seguida, recupera-

se as sequências de linhagens validadas e publicadas; posteriormente, calcula-se os 

valores de similaridade entre pares de nucleotídeos da sequência do isolado e de linhagens 

filogeneticamente próximas e, por último, constrói-se uma árvore filogenética (Chun et 

al., 2007). As sequências do gene rRNA 16S de uma comunidade microbiana podem ser 

obtidas por amplificação e clonagem para construção de bibliotecas genômicas, as quais 

resultam em um conjunto heterogêneo de diferentes táxons (Sanz e Köchling, 2007).   

A diversidade molecular de bactérias também tem sido elucidada, recentemente, 

por meio de modernas metodologias de sequenciamento de alto rendimento. Diversas 

plataformas de sequenciamento são utilizadas, como Roche 454/FLX, Applied 

Biosystems SOLiDTM System, Ion Torrent e Ilumina Hiseq 2000. Todas elas se 

assemelham pela capacidade de produzir milhões de sequências, revelando uma 

diversidade muito maior de microrganismos nas comunidades do que a técnica clássica 

de sequenciamento de Sanger (Mardis, 2008). 

A plataforma Ion TorrentTM é singular pelo fato de ser uma tecnologia de 

sequenciamento quenão utilizar fluorescência, e sim um íon semicondutor. Seu 

funcionamento baseia-se na detecção de uma alteração de pH gerada pela incorporação 

de um nucleotídeo à cadeia de DNA, reação que libera hidrogênio (Whiteley et al., 2012). 

A preparação para o sequenciamento (Figura 3) inicia-se com a construção de 

bibliotecas e a ligação de adaptadores próprios nas extremidades das sequências. 

Posteriormente, os fragmentos com os adaptadores são aderidos em micropartículas 

esféricas e amplificados por PCR em emulsão. Em seguida, as micropartículas com 

fragmentos amplificados aderidos são aplicadas em micro-poços de um chip que lá se 

depositam por centrifugação (Life technologies, 2011).  
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A seguir, o sequenciador Ion Personal Genome MachineTM despeja seguidamente 

em cada micro poço do chip soluções contendo um único tipo de nucleotídeo por vez.   

Se o nucleotídeo, adicionado sequencialmente, complementa o fragmento de 

DNA que está sendo sequenciado, a formação de pontes de hidrogênio entre eles liberam 

prótons no meio, o que causa uma alteração de pH detectável. Essa mudança é captada e 

convertida em sinal digital, detectando, assim, a incorporação dos nucleotídeos presentes 

no micro-poço naquele momento (Life technologies, 2011). 

Uma vez que os dados digitais são gerados, estes são encaminhados ao servidor 

Ion Torrent aonde serão processados e as sequências, montadas, por meio de base calling 

algorithms. O resultado é a produção de milhares de reads (sequências). 

 

 

A plataforma Ilumina Hiseq 2000 também vem sido largamente utilizada em 

estudos de ecologia microbiana devido ao seu alto rendimento em termos de sequências 

produzidas bem como ao baixo custo de análise em comparação com as demais 

plataformas (Caporaso et. al, 2012). O funcionamento do Ilumina Hiseq 2000 é baseado 

no sequenciamento por terminação de cadeia de Sanger, porém com algumas diferenças. 

Nessa tecnologia há um maciço sequenciamento paralelo de milhares de fragmentos de 

DNA reunidos em “clusters, que são grupos de sequências idênticas (Figuras 4 e 5). O 

sequenciamento é realizado pelo método de terminação de cadeia reversível, ou seja, o 

nucleotídeo terminador não interrompe definitivamente a adição dos próximos dNTPs. 

 Figura 3 - Fluxo do sequenciamento pela plataforma Ion TorrentTM. Fonte: Life Technologies 

(Applied biosystems, 2011). 
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Após a emissão e detecção da fluorescência correspondente à base incorporada à fita de 

DNA em crescimento, o fluoróforo se desliga do dNTP marcado e os próximos dNTPs 

podem ser adicionados à mesma fita nos próximos ciclos de sequenciamento. Esse 

sequenciamento base a base proporciona alta acurácia à técnica, diminuindo 

significativamente a taxa de erro do processo (Ilumina, 2011). 
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Figura 4 - Geração de clusters para sequenciamento pela Plataforma Ilumina Hiseq 2000. 

Fonte: Universidade de Tufts, 2013. 
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A análise de restrição do rDNA amplificado (ARDRA) é outra técnica de uso 

frequente em ecologia microbiana, uma vez que é de simples execução e altamente 

informativa. Trata-se de uma variação da PCR-RFLP, na qual sequências dos genes de 

RNA ribossômico previamente amplificadas são submetidas à digestão enzimática com 

o fim de se identificar polimorfismos de sequências entre linhagens e/ou espécies 

(Heyndrickx et al.,1996).  

Os genes ribossomais utilizados no ARDRA são o 16S, mais frequentemente 

usado, as regiões espaçadoras entre os genes 16S e 23S e entre este e o gene da subunidade 

5S. (Heyndrickx et al., 1996). A técnica resulta em um perfil de bandas que reflete as 

diferenças nas sequências dos genes utilizados para se avaliar a diversidade de espécies. 

Pode-se utilizar uma ou mais enzimas de restrição, sendo que quanto mais enzimas 

utilizadas, maior o poder discriminatório (Lee et al., 1998).  

 

 

 

 

 Figura 5 - Etapas do sequenciamento pela plataforma Ilumina Hiseq 2000. A etapa de 

análise das sequências pelo programa Consesus Asessment of Sequence and Variation 

(CASAVA) é opcional e softwares análogos podem ser utilizados. Fonte: Ilumina, 2011. 
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2. Objetivos 
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2.1. Objetivo geral 

 

 Caracterizar a comunidade bacteriana endofítica de raiz de Baccharis 

dracunculifolia com galha produzida por Baccharopelma dracuncufoliae, usando 

sequenciamento de alta processividade, e comparar as comunidades presentes em folhas 

de plantas masculinas e femininas, sem e com galhas. 

 

  

2.2 Objetivos específicos 

 

1. Obter e analisar, por método independente de cultivo, sequências parciais do gene de 

rRNA 16S de bactérias endofíticas de Baccharis dracuncufoliae 

2. Identificar taxonomicamente bactérias destas comunidades endofíticas. 

3. Sequenciar, utilizando a plataforma PGM Ion torrentTM, a região hipervariável V4 do 

gene de rRNA 16S da comunidade bacteriana presente na endorrizosfera de B. 

dracunculifolia afetada por galhas de B. dracuncufoliae. 

4. Sequenciar, utilizando a plataforma Illumina Hiseq 2000, a região hipervariável V6 

do gene de rRNA 16S da comunidade bacteriana presente nas folhas de B. 

dracunculifolia com e sem galhas de B. dracuncufoliae. 

5. Comparar as comunidades bacterianas endofíticas das folhas de plantas com galha e 

se galha induzidas por Baccharopelma dracuncufoliae. 

6. Comparar bactérias endofíticas das folhas de plantas masculinas e femininas, com e 

sem galha induzidas por Baccharopelma dracuncufoliae, a partir dos perfis de 

restrição obtidos pela técnica ARDRA. 
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3. Materiais e métodos 
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3.1 Área de estudo e amostragem 

 

Realizou-se este estudo na zona de amortecimento da Área de preservação 

ambiental (APA) Morro da Pedreira, a qual é caracterizada por campos rupestres. Os 

espécimes de Baccharis dracunculifolia foram foram coletados ao longo dos campos 

localizados marginalmente à rodovia MG-10 (19o16’49”S/ 43o34’56.97”O e 

19o16’57.56”S/43o35’20.49”O), na reserva Vellozia. 

Ramos de B. dracunculifolia de plantas masculina e feminina, com e sem galhas, 

com idades variando entre 5 e 6 anos, foram coletados ao acaso (Figura 6). As plantas 

contendo galhas se distribuem juntamente com as plantas sadias na área amostrada, não 

havendo predominância de um ou outro tipo. Essa coleta foi feita no período reprodutivo 

da espécie, no qual a cor das flores permite diferenciar os gêneros (Barroso, 1976). 

Ramos quaternários de seis plantas de cada tipo, fêminina sadia, feminina com 

galha, masculina sadio e masculina com galha foram coletados. Esses foram 

acondicionados em saco plástico contendo cristais de sílica para retirar a umidade das 

folhas durante o transporte até o laboratório 

Fragmentos de aproximadamente 5 centímetros de raízes secundárias de plantas 

com galha foram coletados ao acaso, ao longo da rodovia MG-10. Para cortar as raízes 

foi utilizado um canivete esterilizado. Seis raízes de cada tipo, com galha e sem galha, 

foram coletados e acondicionados em saco plástico contendo cristais de sílica para retirar 

a umidade das folhas durante o transporte até o laboratório. As raízes foram coletadas no 

período vegetativo da planta e os sexos foram desconsiderados. 

 

 

3 -FFigura 6 - Coleta de ramos de Baccharis dracunculifolia na APA Morro da Pedreira. 
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2.2. Desinfecção das folhas e raízes 

 

 As folhas foram lavadas com água esterilizada e posteriormente tratadas 

com etanol 70% por 3 minutos, hipoclorito de sódio 2% por 5 minutos, etanol 70% por 

30 segundos e lavadas, novamente, cinco vezes com água destilada esterilizada. Para 

confirmar a ausência de bactérias na superfície das folhas a água resultante da última 

lavagem foi plaqueada em meio Ágar nutriente, o qual foi incubado a 37oC, por 48 h. As 

raízes foram submetidas ao mesmo processo de desinfecção, tomando - se o cuidado 

adicional de retirar o solo aderido à superfície externa com uma escova esterilizada. 

 

2.3 Extração de DNA total  

 

O DNA das folhas foi extraído utilizando-se o protocolo de Russel et al. (2010), 

adaptado por Souza et al. (2012). As folhas das seis amostras foram reunidas em cinco 

porções de 50 mg para a extração de DNA. Com relação às plantas doentes, o DNA foi 

extraído das folhas não galhadas. A extração de DNA das raízes foi executada com o kit 

PowerMax soil (Mobio), de acordo com instruções do fabricante. 

 

 

2.4 Perfil de restrição do amplicon do gene de rRNA 16S 

 

A amplificação do fragmento de 1465 (Tabela 1) pares de bases do gene de rRNA 

16S foi feita por reação em cadeia de polimerase (PCR), utilizando os iniciadores 27F 

(AGAGTTTGATCMTGGCTCAG) e 1492R (TACGGHTACCTTGTTACGACTT) (Lane et 

al., 1991). 

O amplicon de cada uma das plantas (femininas sadias e com galha, masculinas 

sadias e com galha) foi submetido separadamente à reação de restrição enzimática, 

seguindo instruções do fabricante, por três enzimas de restrição:  AluI (Fermentas), que 

cliva uma sequência de quatro nucleotídeos (5’ AGCT 3’); e NlaIV e AflIII (New England 

Biolabs), que clivam sequências de seis nucleotídeos (5’ GGNNCC 3’ e 5’ ACRYGT3 

3’, respectivamente). A reação de restrição enzimática foi visualizada em gel de 
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poliacrilamida 8% em tampão Tris–Borate - EDTA (TBE) a 200V por quatro horas. Após 

a corrida, o gel foi corado com nitrato de prata. 

 

Tabela 1 - Condições da PCR para amplificação de seguimento de 1465 pares de base 

para obtenção de perfil de restrição do amplicon do gene rRNA  16S 

Etapas Temperatura Tempo 

Desnaturação inicial 94o 10 minutos 

Desnaturação 94o* 1 minuto 

Anelamento dos iniciadores 56o 1 minuto 

Extensão 72o 2 minutos 

Extensão final 72o 10 minutos 

*Repetição do ciclo – 35 vezes 

 

 

 

2.5 Sequenciamento do gene de rRNA  16S usando a plataforma PGM Ion 

TorrentTM 

 

O DNA extraído das raízes de plantas sadias e com galha foi submetido ao 

sequenciamento de alta processividade usando a plataforma PGM Ion TorrentTM. Os 

primers utilizados para amplificar a região V4 do gene de rRNA 16S foram 515f 

(AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTATGGTAATTGTGTGCCAGCM

GCCGCGGTAA) e 806r (CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT 

XXXXXXXXXXXX AGTCAGTCAG CCGGACTACHVGGGTWTCTAAT) 

(Caporaso et al., 2012). As condições para a reação de amplificação estão descritas na 

Tabela 2. Os amplicons foram submetidos à eletroforese em gel de agarose 1%, corado 

com brometo de etídeo (0,5 μg/ml), em uma tensão de 80 volts e visualizado sob luz 

ultravioleta. 

A preparação da amostra para o sequenciamento iniciou-se com a construção de 

bibliotecas de fragmentos. Para a construção dessas bibliotecas e sequenciamento foram 

utilizados os reagentes Ion Xpress™ Plus Fragment Library Kit, Ion OneTouch™ 200 

Template Kit, Ion PGM 200 Sequencing Kit, Ion Sphere™ Quality Control Kit, Ion 

Library Quantification Kit e Ion no316 Chip Kit, todos fornecidos pela Life Technologies, 

além de outros reagentes adicionais. Para a construção das bibliotecas, cerca de 500 ng 
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de DNA amplificado foram fragmentados aleatoriamente, usando o sistema CovarisTM. 

Em seguida, as extremidades do DNA foram reparadas e ligadas a adaptadores específicos 

fornecidos pelos kits de sequenciamento. Os fragmentos de DNA da biblioteca foram 

ligados a esferas magnéticas e, em seguida, amplificados através da PCR em emulsão. 

Posteriormente, as bibliotecas foram enriquecidas e depositadas no Chip 316 para 

sequenciamento. Foram geradas sequências de 200 pb, as quaisforam analisadas com os 

programas fornecidos pela plataforma Ion Torrent. 

Tabela 2 - Condições da PCR para amplificação de fragmento de 291 pares de bases 

para ser sequenciado pela plataforma Ion TorrentTM 

Etapas Temperatura Tempo 

Desnaturação inicial 94o 3 minutos 

Desnaturação 94o* 45 segundos 

Anelamento dos iniciadores 50o 55 segundos 

Extensão 72o 1 minuto e 30 

segundos 

Extensão final 72o 10 minutos 

* Repetição do ciclo – 35 vezes 

 

As OTUs (Unidade taxonômica operacional) foram definidas a partir do programa 

Mothur v.1.32.0. As sequências brutas foram filtradas de acordo com instruções do 

tutorial MiSeq SOP, com adaptações (MiSeq SOP, 2013). Foi determinada a distância 

genética de 3% para agrupar as sequências em OTUs, porcentagem sugerida pela 

literatura para classificar um microrganismo ao nível de espécie (Drancourt et al., 2000). 

RDP-II Classifier foi a base de dados utilizada como referência para inferir as afiliações 

filogenéticas. A cobertura foi calculada de acordo com a fórmula de Good: 1- (n-1) /N x 

100, onde n é o número de OTUs únicas (singletons) e N é o total de sequências 

encontradas. 
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2.6 Sequenciamento do gene de rRNA  16S usando a plataforma Ilumina Hiseq 200  

 

O sequenciamento foi feito a partir dos amplicons da região hipervariável V6 do 

gene de rRNA 16S, utilizando-se os iniciadores 967F (5’CAACGCGAACCTTACC 3’) 

e 1046R ( 5’ CGACAGCCATGCANAGACCT 3’). Em seguida, foram construídas 

bibliotecas de fragmentos entre 150-180 pb (amplicom e adaptadores) para as duas 

amostras conforme figura 7. 

 

Após o sequenciamento das amostras foi utilizado o programa Illumina QC report 

para checagem da qualidade das sequências e remoção dos adaptadores e de sequências 

de baixa qualidade. O agrupamento em OTUs, a uma distância genética de 0,03, e o 

cálculo da cobertura e curva de rarefação foram realizados com o programa Mothur 

Figura 7 - Construção da biblioteca de fragmentos da região V6 do gene de rRNA 

16S para sequenciamento pela plataforma Ilumina Hiseq 2000. Fonte: Ilumina, 

2013. 
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v.1.32.0 As sequências brutas foram filtradas de acordo com instruções do tutorial MiSeq 

SOP (MiSeq SOP, 2013). RDP-II Classifier foi a base de dados utilizada como referência 

para inferir as afiliações filogenéticas. A cobertura foi calculada de acordo com a fórmula 

de Good: 1- (n-1) /N x 100, onde n é o número de OTUs únicas (singletons) e N é o total 

de sequências encontradas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4-Resultados e discussão 
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4.1 Características da biblioteca da endorrizosfera de B. dracunculifolia com 

galhas de Baccharopelma dracuncufoliae. 

 

A caracterização de uma comunidade bacteriana endofítica por sequenciamento 

de alta processividade é uma tendência nos trabalhos de diversidade microbiana. Devido 

à alta capacidade em processar milhões de sequências, essa técnica é capaz de revelar 

uma diversidade significativamente maior do que a obtida por técnicas com menor poder 

de sequenciamento, fornecendo um retrato mais fiel da diversidade com a realidade.  

Para investigar a composição de bactérias endofíticas de B. dracunculifolia, uma 

biblioteca de fragmentos do gene de rRNA 16S foi construída e sequenciada usando a 

plataforma IonTorrentTM. As sequências parciais do gene de rRNA 16S usadas para 

análise filogenética foram de 126-176 pb, com média de 152 pb, cobrindo a região 

variável V4, correspondente a Escherichia coli K12. A Tabela 3 resume os dados gerados 

pelo sequenciamento. 

Foram produzidas 992.240 sequências brutas que, após triagem por comprimento, 

integridade das sequências dos primers e presença de homopolímeros acima de 8 

nucleotídeos, restaram 648.124 sequências, sendo 3,5% delas quimeras, 29% cloroplastos 

e 4% mitocôndrias, os quais foram excluídos das análises posteriores. 

 A curva de rarefação (Figura 8) obtida plotando o número de OTUs encontradas 

na biblioteca em relação ao número de sequências demonstrou tendência à estabilidade. 

A cobertura alcançada foi de 93%.  

Tabela 3 - Dados obtidos do sequenciamento de fragmento da região V4 de rDNA 16S 

de raízes de B. dracunculifolia com galha (RG) de B. dracuncufoliae. 

 

 

 

 

 

 

Dados RG 

Sequências brutas 992.240 
Sequências triadas 648.124 
Quimeras 22.392 

Cloroplastos 190.344 
Mitocôndrias 26.664 
Sequências exclusivas bactérias 397.628 
OTUs 39.879 
OTUs únicas 28.114 
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4.2 Composição taxonômica da comunidade de bactérias endofíticas 

 

A análise filogenética revelou uma comunidade bacteriana endofítica diversa e 

complexa. Um total de 39.879 unidades taxonômicas operacionais (OTUs) foi obtido, 

representando 17 filos. Entretanto, a maioria das OTUs foi afiliada a cinco filos: 

Proteobacteria, Actinobacteria, Acidobacteria, Firmicutes e Bacteroidetes. Além disso, as 

OTUs mais abundantes (50% das sequências) foram associadas a bactérias classificadas 

apenas no nível do domínio Bactéria. A distribuição relativa dos grupos filogenéticos é 

mostrada na Figura 9. As “outras bactérias” compreende filos bacterianos tais como 

Verrucomicrobia, Planctomycetes, Armatimonadetes, Chloroflexi, Chlamydiae, 

Fusobacteria, Gemmatimonadetes, TM7, Nitrospira, Deinococcus-Thermus, OD1 e 

BRC1, totalizando 1,8%. A Tabela 4 lista as 40 OTUs mais abundantes e a porcentagem 

das sequências abrangidas por cada uma delas.  

 

A elevada proporção de sequências não classificadas pode ser explicada pelo fato 

de o banco de dados não ser completo o suficiente para classificar a grande variedade de 

Figura 8 - Curva de rarefação, considerando uma distância genética de 0,03. 
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sequências obtidas. A presença de novos filos também deve ser considerada, já que apenas 

recentemente as comunidades endofíticas tem sido estudadas a partir de métodos 

independentes de cultivo, capazes de revelar uma infinidade de novos táxons.  (Li et al., 

2011). Liu e colaboradores (2007) constataram que fragmentos entre 100 e 200 pb do 

gene rRNA 16S permitem uma classificação robusta, desde que os primers sejam 

escolhidos adequadamente. Dessa forma, é provável que a extensão das sequências 

obtidas neste sequenciamento não seja a causa do grande número de sequências não 

classificadas. 

 

Das 39.879 OTUs obtidas, 70,5% são OTUs únicas (singletons). Essa elevada 

porcentagem deve-se à capacidade das plataformas de sequenciamento de alta 

processividade gerarem milhões de sequências, proporcionando a oportunidade de se 

identificar a grande parcela de espécies raras componentes das comunidades microbianas 

(Fuhrman, 2009). 

Figura 9 - Distribuição filogenética das OTUs da biblioteca do gene de rRNA 16S de   

bactéria endofítica da raiz de B. dracunculifolia afetadas com galhas induzidas por B. 

dracuncufoliae. 

 



 

33 
 

Tabela 4 - OTUs mais abundantes na endorrizosfera de B. dracunculifolia com galha 

induzida por B. dracuncufoliae. 

Número da 

OTU 

F
ilo

   Sequência ou organismo próximo 
% das 

sequências 
  

 

           

1 Proteobacteria   Methylobacterium 31,7   
2 Proteobacteria   Bradrhizobium  21,3   
6 Proteobacteria   Acinetobacter 17,2   

3 Actinobacteria   Microbacteriaceae não classificada 17,0   

9 -   Bacteria não classificada 14,0   
4 Proteobacteria   Hydrogenophilus 13,0   
8 -   Bacteria não classificada 13,0   
10 Proteobacteria   Sphingomonas 11,1   

13 Proteobacteria   Burkholderiales não classificada 9,1   
5 Firmicutes   Bacillaceae não classificada 8,5   
11 Proteobacteria   Methylobacterium 8,5   
34 Proteobacteria   Rhodospirillales não classificada 7,8   

122 Actinobacteria   Actinobacteria não classificada 6,9   
16 Actinobacteria   Actinomycetales não classificada 6,8   

7 Proteobacteria   Burkholderiales não classificada 6,5   
21 Proteobacteria   Caulobacter 6,3   

45 Proteobacteria   Rhodospirillales não classificada 6,2   

20 
Actinobacteria 

  
Pseudonocardiaceae não 

classificada 
6,0 

  

12 Proteobacteria   Rhizobiales não classificada 5,5   
23 Proteobacteria   Labrys 5,3   
17 Proteobacteria   Sphingomonas 5,0   

25 Actinobacteria   Streptomyces 4,8   
30 Proteobacteria   Rhizobiales não classificada 4,8   
28 Proteobacteria   Burkholderia 4,7   

32 Actinobacteria   Amycolatopsis 4,6   

14 Actinobacteria   Mycobacterium 4,6   
48 Proteobacteria   Rhizobiales não classificada 4,4   
38 -   Bacteria não classificada 4,4   
220 Proteobacteria   Sphingomonas 4,3   

33 Proteobacteria   Comamonadaceae não classificada 4,2   
43 Acidobacteria   Acidobacteria_Gp3 não classificada 4,1   
140 Proteobacteria   Rhizobium 4,1   
18 Actinobacteria   Actinomycetales não classificada 4,1   

114 Proteobacteria   Acetobacteraceae não classificada 3,9   
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Os principais filos identificados são os mesmos presentes em trabalhos de 

diversidade microbiana em solos do cerrado (Quirino et al., 2009; Rachid et al, 2013). 

Apenas as proporções de cada filo no ambiente são variáveis, uma vez que dependem das 

características físicas e químicas peculiares de cada solo. Proteobacteria apresentou a 

maior porcentagem de táxons da comunidade bacteriana endofítica da raiz de B. 

dracunculifolia, abrangendo 28,7% do total de OTUs, e as classes α- (60%), β- (14%), γ- 

(7%), - (2%) e -Proteobacteria (0,1%) também estavam presentes (Figura 10). Além 

disso, proteobactérias não classificadas totalizaram 17%. Estudos anteriores, usando 

clonagem e sequenciamento tradicional (Sanger) de genes de rRNA 16S, relatam a 

predominância do filo Proteobacteria na comunidade de bactérias endofíticas presentes 

em raízes de arroz (Sun e colaboradores, 2008) e de taboa (Li e colaboradores, 2011), 

com 59,26% e 87,5%, respectivamente.  Ao contrário do presente estudo, a classe β-

proteobacteria predominou (arroz = 29%, taboa = 46%) Como já mencionado, a análise 

filogenética revelou predominância da classe α-Proteobacteria. Considerando a afiliação 

no nível de gênero, Methylobacterium foi a população dominante (3,8%) tanto da classe 

α-proteobacteria, quanto em relação ao número total de OTUs (0,66%). Os segundos 

gêneros dominantes foram Caulobacter e Labrys (0,88% cada um) e os outros gêneros, 

Sphingomonas, Phenylobacterium, Bosea, Dongia, Bradyrhizobium, Rhizobium, 

Novosphingobium, Sphingosinicella, Hyphomicrobium, Rhodomicrobium, 

Pedomicrobium, Brevundimonas, Microvirga, Sphingobium, Geminicoccus, 

Beijerinckia, Hansschlegelia, Rhodopila, Agromonas, Paracoccus, Craurococcus 

somaram 2,4%. Além disso, 15 OTUs únicas foram identificadas até gênero. 

 

68 Proteobacteria   Sphingomonas 3,9   

15 -   Bacteria não classificada 3,7   
47 Proteobacteria   Phenylobacterium 3,7   
27 Proteobacteria   Comamonadaceae não classificada 3,7   

77 Proteobacteria   Rhizobiales não classificada 3,7   
42 Acidobacteria   Gp2 3,6   
40 -   Bacteria não classificada 3,5   
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Representantes do gênero Methylobacterium, ordem Rhizobiales, são gram-

negativos oxidadores de metano e são frequentemente encontrados como endófitos. 

Outras características atribuídas a este gênero são sua capacidade para metilotrofia, 

formação de biofilmes, produção de quorum-sensing, resistência a metais pesados e 

outros estresses e promoção do crescimento vegetal pela síntese de hormônios (Pat et al., 

1976; Ivanova et al., 2001; Lidstron e Chistoserdova, 2002). Interessantemente, estudo 

recente mostrou que mudanças na comunidade endofítica foram induzidas por 

Methylobacterium, levando a uma proteção da planta contra ataque de patógenos 

(Ardanov et al., 2012). Este dado sugere que membros deste gênero, o qual foi o mais 

abundante no presente estudo, poderia, de alguma forma, proteger a planta contra galhas 

de insetos. Entretanto, estudos posteriores, incluindo B. drancunlifolia sadia (sem galha), 

são necessários para confirmar esta hipótese. Bactérias do gênero Caulobacter são típicas 

de ambientes aquáticos (Bowers et al., 1954; Patel et al., 2009) embora tenham sido 

descritas como membros de várias comunidades endofíticas: raízes de arroz (Mano e 

Morisaki, 2008), soja (Kuklinsky-Sobralet al., 2004), citrus (Trivedi et al., 2010) e folhas 

e ramos de álamo (Ulrich et al., 2008).  

 Bactérias afiliadas ao gênero Labrys, ordem Rhizobiales, também estão 

presentes na endorrizosfera de B. dracunculifolia.  Membros deste gênero são 

Figura 10 - Distribuição de OTUs por classes do filo Proteobacteria. 
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encontrados em solos, sedimentos (Albert et al., 2010), rizosfera de diferentes plantas 

(Islam et al., 2007), e em nódulos de raízes de Neptunia oleracea (Chou et al., 2007). São 

capazes de degradar diferentes compostos haloaromáticos, principalmente aqueles 

fluorados, como fontes de carbono e de energia (Carvalho et al., 2008; Moreira et al., 

2012a, b). 

O gênero Sphingomonas é encontrado em águas de rio (Wittich et al., 1992), 

sistemas de distribuição de água (Sun et al.,2013) e solo (Leys et al., 2004). Algumas 

espécies são conhecidas por metabolizarem poluentes orgânicos e outras são patógenos 

humanos (Yim et al., 2013). Como integrante de comunidades endofíticas foi encontrado 

em sementes de milho (Liu et al., 2012), brotos de mamão (Thomas et al., 2007) choupo, 

salgueiro e raiz de arroz (Videira et al., 2009). Suas funções benéficas à planta incluem 

fixação de nitrogênio e degradação de xenobióticos (Doty et al., 2009; Videira et al., 

2009; Stolz et al., 2000). 

Espécies do gênero Phenylobacterium, por sua vez, já foram isoladas de diversos 

ambientes, tais como águas subterrâneas alcalinas (Tiago et al., 2005), aquíferos termais 

subterrâneos (Kanso e Patel, 2004), sistema de lodo ativado (Aslam et al.,2005) e solos 

(Oh e Roh, 2012). Esse gênero também apresenta a capacidade de metabolizar o herbicida 

chloridazon (Lingens et. al., 1985) e compostos fenólicos (Baldrian et. al., 2012). Como 

bactéria endofítica, poucos trabalhos relatam sua ocorrência tais como raízes da árvore 

Peônia (Paeonia ostii) (Han et. al., 2011) e de soja (Molina et al., 2012). 

Poucas OTUs (14%) da classe β-Proteobacteria foram classificadas no nível de 

gênero. Hydrogenophilus foi o mais representativo (9,7%). Hydrogenophilus 

thermoluteolus foi a primeira espécie do gênero a ser isolada, de fonte termal (Hayashi et 

al., 1999), sendo frequente nesse ambiente. Embora bactérias desse gênero sejam 

termofílicas, esta espécie já foi descrita em um lago subglacial na Antártida (Lavire et al., 

2006). H. thermoluteolus apresenta, ainda, a capacidade de oxidar hidrogênio e derivados 

do enxofre, como tiossulfato (Miyake et al.,2007). 

Burkholderia é uma β-Proteobacteria tipicamente endofítica, sendo a segunda 

mais abundante desta classe, totalizando 1,3%. As espécies desse gênero podem 

promover benefícios à planta como: resiliência ao estresse hídrico, comum em solos de 

cerrado (Naveed et al. 2014), degradação de poluentes orgânicos (Andreolli et al., 2013), 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Stolz%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10826785
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Miyake%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17516047
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proteção contra doenças fúngicas (Fishal et al., 2010) e promoção do crescimento 

(Compant et al., 2005). 

O gênero Cupriavidus (0,4%), abriga bactérias predadoras de outras bactérias e 

fungos. A espécie-tipo Cupriavidus necator foi isolada pela primeira vez de solo (Makkar 

e Casida, 1987; Vandamme e Coenye, 2004) e tem revelado a capacidade de produzir 

PHA, um polímero biodegradável (Cavalheiro et al., 2009). A espécie 

Cupriavidus metallidurans é útil na detoxificação de metais pesados, como cobalto e 

cromo (Von Rozycki e Nies, 2009). Como bactéria endofítica, tem sido descrita em raízes 

de leguminosas (Barrett e Parker, 2006). Essa capacidade tem sido explicada pela 

aquisição de genes simbióticos de Rhizobium por transferência gênica horizontal (Andam 

et al., 2007). 

O gênero Limnobacter (0,31%) foi isolado pela primeira vez em sedimentos de 

lago (Spring et al., 2001), e já foi encontrado em depósitos vulcânicos (Lu et al., 2008) e 

na neve dos Andes (Toril et al., 2009). Bactérias desse gênero são capazes de oxidar 

tiossulfato (Lu et al., 2011) e degradar fenol (Vedler et al., 2013). Como endófito, já foi 

identificado em sementes de milho (Liu et al., 2013). 

O gênero Herbaspirilum (0,19%), por sua vez, é um conhecido fixador de 

nitrogênio associado às raízes (Baldani et al., 1986) de gramíneas (Olivares et al., 1996) 

e arroz (Elbeltagy et al., 2001). Algumas espécies exercem funções importantes para a 

planta, como a produção dos hormônios ácido indol acético-3 e giberelina (Bástian et al., 

1998).  

A classe -Proteobacteria também revelou poucos gêneros conhecidos, sendo 

pouco representativa (2%). Dentre eles, Acinetobacter exibiu a maior porcentagem de 

OTUs da classe (9,5%). Esse gênero apresenta muitas espécies patogênicas (Bergogne-

Berezin et, al., 1996; Peleg et al., 2008), mas sua presença já foi detectada em plantas. 

Uma linhagem já foi encontrada na rizosfera de pepinos com a habilidade de degradar 

uma molécula de quorum sensing, mostrando potencial aplicação em biocontrole (Kang 

et al., 2004). Em outro trabalho, Kay e colaboradores (2002) descobriram uma linhagem 

de Acinetobacter do solo que coloniza oportunisticamente plantas infectadas com a 

bactéria patogênicas Ralstonia solanacearum. Além disso, Acinetobacter e Aquicella, 

também encontradas neste estudo (3,2%) foram associadas a plantas resistentes ao cobre 

(Sun et al., 2010), o que pode indicar alguma tolerarância a metais pesados. Já o gênero 

http://link.springer.com/article/10.1007/s10482-008-9284-5
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Steroidobacter (1,6%) abriga bactérias desnitrificantes e degradadoras de hormônios 

esteroides (Kuever et al., 2008). 

Neste estudo, membros do gênero Hydrocarboniphaga totalizaram 1,5%. 

Bactérias desse gênero já foram isolados de lago de água doce, Hydrocarboniphaga 

daqingensis (Liu et al., 2011) e de solo contaminado com óleo, H. effusa, as quais 

apresentam capacidade de degradar hidrocarbonetos aromáticos e alcanos, com potencial 

aplicação em biorremediação (Palleroni et al., 2004). Deve-se destacar que este é o 

primeiro relato deste gênero como bactéria endofítica de B. dranculifolia. 

Actinobactérias são amplamente reconhecidas como patógenos e pelo seu papel 

em processos ambientais devido à degradação de material de plantas e, como uma das 

fontes mais importantes de metabólitos secundários bioativos, como, por exemplo, 

antibióticos. Elas são geralmente encontradas em solos, mas recentemente ambientes 

endofíticos têm revelado ser uma fonte rica destas bactérias biossinteticamente profílicas 

(Berdy, 1995). No presente estudo, o filo Actinobacteria foi o segundo em abundância 

abrigando gêneros variados, destacando-se: Solirubrobacter (1,5%), Conexibacter 

(1,47%), ambos da ordem Solirubrobacterales, e gêneros Nocardioides (0,67%) e 

Kutzneria (0,58%).  

Solirubrobacter são bactérias mesofílicas encontradas no solo (Singleton et al., 

2003; Kim et al., 2007). Trabalhos  recentes mostram Solirubrobacter como representante 

de comunidades endofíticas, tendo sido encontrado em batatas (Franco et al., 2013) e na 

rizosfera de citrus (Trivedi et al., 2012).   

Bactérias do gênero Conexibacter são encontradas em diferentes solos. 

(Mociardini et al., 2003; Seki et al., 2012). Seu papel como endófito ainda é 

desconhecido. Este, já foi descrito em batatas (Franco et al., 2013) e gramíneas (Videira 

et al., 2013). O gênero, por sua vez, reúne bactérias capazes de metabolizar herbicidas, 

como o S-triazina, e compostos aromáticos, como piridina, já tendo sido isolado de solos 

usados para agricultura e óleo de xisto (Topp et al., 2000; Seki et al., 2012). O gênero 

Kutzneria tem sido explorado pela sua capacidade de produção de diferentes compostos 

químicos, mas nenhum em comum com os medicinais de B. dracunculifolia.Não foram 

encontrados trabalhos na literatura de representantes endofíticos dos gêneros 

Nocardioides e Kutzneria. 
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O gênero Pseudonocardia, correspondeu a 0,54% das OTUs classificadas no filo 

Actinobacteria. As espécies P. endophytica e P. tropica foram isoladas em plantas 

medicinais chinesas (Chen et al., 2009; Qin et al., 2010). Entretanto, o papel dessas 

bactérias em relação às propriedades medicinais das plantas ainda não foi investigado. 

Além disso, outras espécies de Pseudonocardia foram encontradas em raízes e caules de 

eucaliptos (Kaewkla e Franco 2010; 2011) e de absinto (Zhao et al., 2011). Novas 

espécies de actinobactérias têm sido isoladas recentemente como endófitos, inclusive de 

plantas medicinais (Quin et al., 2012, Li et al., 2012), sendo produtores potenciais de 

novas drogas para indústria farmacêutica e biocontrole, estimulando respostas de defesa 

da planta. Portanto, este estudo mostra que B. drancunculifolia é fonte potencial de alta 

diversidade, abrigando gêneros endofíticos raros de Actinobacteria. 

Gêneros do filo Acidobacteria gp1 gp2, gp3, gp4, gp5, gp6 e gp16 totalizaram 

43% das OTUs.  Acidobacteria gp3 foi o gênero mais representativo dentro do filo 

Acidobacteria, representando 17,5%, e o segundo em relação ao total de OTUs 

recuperadas de B. drancunculifolia classificadas no nível de gênero, com 0,54%. 

Acidobactérias são amplamente encontradas em solos e sedimentos, variando de 10 a 

50% das sequências de genes de rRNA 16S em bibliotecas (Barns et al., 2007). Uma vez 

que B. dracunculifolia é uma espécie encontrada em cerrados, bioma característico por 

seus solos com variados graus de acidez (Rachi et al., 2013), é interessante notar a 

capacidade dessas bactérias de adentrar a raiz dessa planta, saindo de seu micro-habitat 

no solo. Entretanto, membros do filo Acidobacteria também foram descritos em outros 

ambientes, como água doce, oceanos e ambientes poluídos (Ward et al., 2009; Barns et 

al., 1999). Deve-se, ainda, destacar a capacidade dessas bactérias de resistêcia em 

ambientes pouco favoráveis, como os contaminados com metais e ácidos, o que indicaria 

a presença de enzimas capazes de transformar esses compostos (Barns et al., 2007; 

Navarro-Noya et al., 2010). 

O filo Firmicutes abrigou 2,6% das OTUs. Destas, apenas 13% foram 

classificadas no nível de gênero. Dentre as OTUs classificadas até gênero 15% são 

singletons. Os gêneros mais abundantes foram Paenibacillus e Streptococcus, cada um 

com 1,54%. Integrantes do gênero Paenibacillus incluem bactérias do solo que 

frequentemente são descritas como endofíticas, por invadirem as raízes e formarem 

biofilmes (Timmusk et al., 2005). Muitos trabalhos relatam a capacidade dessas bactérias 

de promover o crescimento vegetal pela produção de hormônios, como citocininas e 
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auxinas, além de defesa contra patógenos e condições abióticas estressantes (Nielsen e 

Sorensen, 1997; Timmusk e Wagner, 1999; Timmusk et al.,1999). É importante 

mencionar, ainda, que Lebuhn e colaboradores (1997) identificaram a produção de ácido 

benzoico pela espécie P. polymyxa, isolada do rizoplano do trigo, do solo da rizosfera e 

solo não rizosférico. Este composto fenólico é um dos constituintes do própolis verde de 

B. dracunculifolia (Chang et al., 2008), o que é uma evidência da possível contribuição 

de bactérias endofíticas para a produção dos metabólitos secundários característicos dessa 

planta medicinal. O gênero Streptococcus, por sua vez, tem sido associado a doenças 

(Marco et al., 2013; Veloso et al.,2013), sendo o presente estudo o primeiro a relatar a 

presença do gênero numa comunidade endofítica. 

O filo Bacteroidetes agrupou 2,5% do total de OTUs, sendo 20,5% delas 

classificadas no nível de gênero. Ohtaekwangia foi o gênero mais representativo (8%). 

Ohtaekwangia foi isolada pela primeira vez de areia marinha (Yoon et al., 2010) e 

existem trabalhos que atestam sua capacidade de produzir diversos metabólitos 

secundários com atividade antiparasítica e anticarcinogênica. (Okanya, 2012). Esses 

metabólitos, contudo não estão presentes no própolis verde de B. dracunculifolia.O 

gênero Mucilaginibacter foi o segundo mais rico em OTUs do filo, com 3,6% das OTUs 

de Bacteroidetes encontradas. Bactérias deste gênero são capazes de metabolizar 

compostos chamados ginsenoides (Cui et al., 2013), que também não estão presentes em 

B. dracunculifolia. 
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4.3 Características das bibliotecas de rDNA 16S de folhas de plantas masculinas 

com galha (MS) e masculinas sadias (MG)  

 

O sequenciamento pela plataforma Illumina Hiseq 2000 gerou um total de 

1.331.000 sequências brutas. Após triagem para qualidade, o número de sequências foi 

reduzido para 962.668 com comprimento entre 91-99 pb, com média de 56 pb. Sequências 

correspondentes a cloroplastos e mitocôndrias foram excluídas das análises posteriores 

(Tabela 5). Utilizou-se o mesmo programa para detectar quimeras, não sendo nenhuma 

encontrada. As sequências restantes totalizaram 337 OTUs.  

 

Tabela 5 - Dados das sequências obtidas nas bibliotecas de rDNA 16S de folhas de plantas 

masculinas com galha (MS) e masculinas sadias (MG). 

Dados MG MS 

 

Sequências pós- triagem 

de qualidade 

519.711 442.957 

Cloroplastos 492.685 (94,7%) 422.506  (95%) 

Mitocôndrias 17.613 (3%) 11.661 (2,6%) 

Sequências de bactérias 9413 8790 

Quimeras 0 0 

OTUs 228 213 

 

 

As curvas de rarefação sobrepostas (Figura 12) demonstraram tendência à 

estabilidade, sendo as coberturas atingidas de 99% para ambas bibliotecas (MG  e MS). 

Entretanto, estas análises deverão ser consideradas como preliminares, pois foram 

detectadas sequências não classificadas como cloroplastos. Essas, portanto, deverão ser 

futuramente inspecionadas, para incluí-las ou excluí-las. 
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Figura 12 - Curva de rarefação das bibliotecas de plantas masculinas com galha (MG) 

(linha verde) e masculinas sadias (MS) (linha azul), para uma distância genéticas das 

OTUs de 0,03. 

4.3.1 Comparação entre bibliotecas de rDNA 16S de plantas masculinas com galha 

(MG) e masculinas sadias (MS) 

 

Semelhantemente ao sequenciamento realizado pelo plataforam Ion TorrentTM, a  

maior parte das OTUs, incluindo as mais abundantes, foi composta principalmente por 

bactérias não classificadas no nível de filo (61,4% para MG e e 54,5% para MS). Nesse 

caso, o curto comprimento das sequências obtidas pode ter comprometido a qualidade da 

classificação das sequências. Além disso, não se exclui a limitação do banco de dados 

quanto à identificação de sequências novas devido a presença de novos filos. As 

bibliotecas de MG e de MS revelaram OTUs exclusivas e compartilhadas, com 

frequências similares (MG exclusiva - 36,8%, MS exclusiva - 32,3% e compartilhados - 

30,8%), como ilustradas na Figura 13.  
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Figura 13 - Diagrama de Venn mostrando o número de  OTUs exclusivas e 

compartilhados recuperadas das bibliotecas de macho com galha (MG) e de macho sadio 

(MS). As OTUs foram definidas a partir de uma distância genética de 0,03. 

 

A análise filogenética revelou cinco filos: Proteobacteria, Firmicutes e 

Actinobacteria, comuns a ambas bibliotecas, enquanto Chlorobi e Bacteroidetes são 

exclusivos das bibliotecas MG e MS, respectivamente (Figuras 14A e 14B). O teste 

estatistico Libshuff encontrou diferença significativa entre as duas bibliotecas (p < 0,05) 

para um intervalo de confiança de 95%. 
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As classes, α-, β-, γ-Proteobacteria, Actinobacteria, Bacili e Clostridia foram 

comuns às bibliotecas MG e MS (Figura 15). A classe γ-Proteobacteria apresentou a 

maior diferença entre as bibliotecas quanto ao número de OTUs (6,6% e 12,8% para MG 

e MS, respectivamente).  Por outro lado, a classe Chlorobia foi exclusiva de MG, 

enquanto -proteobacteria e Negativicutes (filo Firmicutes) foram exclusivas de MS. 

 

Figura 14 - A. Distribuição filogenética das OTUs de folhas de plantas demacho sadio (MS) e B 

de macho com galha (MG) de B. dracucunlifoliae. 
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Figura 15 - Distribuição das OTUs obtidas de folhas de plantas masculinas com galha 

(MG) e masculinas sadias (MS) de B. dracucunlifoliae, nas classes compartilhadas por 

ambas. Os números correspondem às OTUs encontradas em cada classe. 

Identificou-se um total de 27 gêneros nas comunidades bacterianas de folhas de 

B. dracunculifolia masculinas com e sem galha induzida por B. dracuncufoliae. Apenas 

Thiotrix e Acinetobacter apresentaram mais de uma OTU, (Thiotrix - duas em MS e 

Acinetobacter - uma em MS e uma em MG). Desse número, 22% foram exclusivos de 

MG, 33% exclusivos de MS e o restante, 45%, foi compartilhado por ambos (Figura 16). 

Dentre os gêneros encontrados apenas em MG, alguns merecem comentário. 

Rothia é um gênero do filo Actinobacteria cuja espécie mais estudada é Rothia 

dentocariosa, bactéria patogênica causadora de endocardite. Membros desse gênero não 

são tipicamente endofíticos. Entretanto, recentemente, uma nova espécie, Rothia 

endophytica, foi isolada de raízes de loureiro (Xiong et al., 2013). Brevidimonas foi o 

gênero encontrado como dominante em comunidades endofíticas da rizosfera de plantas 

de pradaria capazes de degradar hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (Phillips et al., 

2008). O gênero Vogesella compreende espécies encontradas em diferentes ambientes, 

como águas de rio (Grimes et al., 1997), águas de nascente, (Chou et al., 2007) e lagos 

(Jorgensen et al., 2010). O gênero Pseudoalteromonas abriga espécies marinhas, 

inclusive encontradas em águas oceânicas na Antártica (Médigue et al., 2005). Algumas 

delas se associam a organismos superiores para produzir compostos biologicamente 

ativos contra vários organismos, como outras bactérias, fungos e algas (Holmström et al., 
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2008). Finalmente, o gênero Moraxella contém espécies patogênicas ao homem e a 

maioria dos trabalhos tem se restringido ao estudo dos mecanismos de patogenicidade. 

Entretanto, uma linhagem de Moraxella spp foi caracterizada por Spain e Gibson (1991) 

em sua capacidade de degradar o composto fenólico p- Nitrofenol. Outra espécie foi 

recentemente identificada por Jebasingh et al. (2013) por sua capacidade de degradar o 

poluente acrilamida. Existem poucos trabalhos identificando esse gênero como membro 

de comunidades endofíticas e seu papel nelas ainda é desconhecido. 

 

Nove gêneros foram encontrados somente na biblioteca de MS: Nocardioides, 

Methylobacterium, Variovorax, Azonexus, Kluyvera, Pseudomonas, Rugamonas, 

Stenotrophomonas e Xanthomonas. Bactérias do gênero Nocardioides são versáteis 

metabolicamente, capazes de degradar diversos compostos, como hormônios esteroides 

(Homklim, 2012), antrazina (Piutti et al., 2003), dibenzofuranos (Kubota et al., 2005), 

alcanos (Hamamura e Arp, 2000) e outros compostos complexos (Fokina e Donova, 

2003). Além disso, já foram encontradas na planta medicinal Jatropha curcas (Qin et al., 

2012). O gênero Methylobacterium, curiosamente, também foi encontrado neste estudo 

Figura 16 - Diagrama de Venn ilustrando a distribuição dos gêneros compartilhados pelas 

bibliotecas de B. dracunculifolia masculinas com galha (MG) e masculinas sadias (MS). 
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na endorrizosfera de B. drancunculifolia afetada por galhas. Assim, pode-se supor que a 

presença ou ausência do inseto B. dracuncufoliae não é determinante para a presença 

dessa bactéria como endófito. Variovorax, assim como o gênero Nocardioides, abriga 

espécies metabolicamente diversas, hábeis para lidar com diversos compostos como os 

poluentes esteres ftalatos (Prasad e Suresh, 2012) e o herbicida Linuron e seu subproduto 

3,4-dicloroanilina (Breugelmans et al., 2010).  Também é importante mencionar sua   

participação no ciclo do enxofre (Inceoglu et al., 2012), tolerância a diversos metais 

pesados (Belimov et al., 2005), promoção do crescimento vegetal e tolerância a condições 

de estresse (Sharp et al., 2011). Todas essas habilidades justificam a presença desse 

gênero em um ambiente tão restrito como o tecido foliar. Por sua vez, o gênero Azonexus 

é composto por bactérias desnitrificantes (Quan et al., 2006). O gênero Stenotrophomonas 

é representado principalmente por espécies de importância clínica, mas alguns trabalhos 

tem mostrado algumas espécies com propriedades interessantes como síntese de 

nanopartículas de ouro e prata (Malhotra et al., 2013) e remoção de cobre do ambiente 

(Gosh e Saha, 2013). O gênero Xanthomonas inclui espécies patogênicas de plantas ( 

Zhu, 2013). 

Os gêneros compartilhados por ambas bibliotecas apresentam aspectos 

semelhantes àqueles já descritos, principalmente quanto à capacidade de degradar 

compostos variados e suportar algumas condições extremas. Dentre eles, encontra-se o 

gênero Thauera, o qual foi o mais abundante entre as OTUs classificadas até esse nível, 

reunindo 20 sequências. Bactérias desse gênero são descritas como desnitrificantes 

degradadoras de tolueno (Bhandare et al., 2006; Mao et al., 2013) monoterpenos, 

metabólitos secundários presentes em plantas (Foss e Harder, 1998), compostos 

aromáticos (Philipp et al., 2002) e fenólicos (Gallus et al., 1997). Nitrosomonas é um 

gênero de bactérias nitrificantes (Mumper et al., 2013), enquanto Rubrobacter abriga 

espécies resistentes a radiação gama, termofílicas e halotolerantes (Terato et al., 1999; 

Jurado et al., 2012). Membros do gênero Micrococcus são úteis para uma série de 

propósitos como biorremediação, pois são capazes de realizar biossorção de metais 

pesados (Puyen et al., 2012)   degradar poluentes tal como 2-nitrotolueno (Mulla et al., 

2013) e verde malaquita (Du et al., 2013), síntese de nanopartículas de ouro (Arunkumar 

et al., 2013) e promoção do crescimento vegetal (Dastager et al., 2013). Os representas 

do gênero Delftia incluem bactérias patogênicas e outras com aptidão para degradar uma 

variedade de compostos fenólicos (Jimenez et al., 2012), o que é muito interessante, uma 
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vez que B. dracunculifolia é uma planta rica em tais substâncias. Além de compostos 

fenólicos, bactérias desse gênero também degradam herbicidas (González et al., 2012), 

poluentes do grupo das cloroanilinas (Zhang et al., 2010) e compostos presentes em 

inseticidas (Yang et al.,2011).  

 

4.4 Perfil de restrição do amplicon do gene de rRNA 16S 

 

Diversos estudos têm revelado diferenças da microbiota humana na saúde e na 

doença (Ley et al., 2006). Por isso, investigou-se e comparou-se a composição da 

microbiota de folhas de plantas doentes (com galha) e sadias (sem galha). Para isso, usou-

se ARDRA, uma abordagem simples e rápida. Das três enzimas testadas, AluI foi a que 

gerou o maior número de fragmentos, sendo o perfil ARDRA ilustrado na Figura 11. 

Nenhuma das três enzimas apresentou diferença de perfil de restrição entre as amostras.  

Diferentemente do resultado obtido neste estudo, Oki e colaboradores (2009) 

relataram diferença na composição de fungos endofíticos em plantas masculinas e 

femininas de B. dracunculifolia. Entretanto, como a riqueza de fungos endofíticos 

encontrada foi baixa, eles destacaram a necessidade de mais estudos sobre o assunto. 

Outros trabalhos reforçam a baixa contribuição do sexo em diversos aspectos de B. 

dracunculifolia. Espírito-Santo e Fernandes (1998), por exemplo, observaram que o sexo 

da espécie não influenciou na abundância de galhas de Baccharopelma dracuncufoliae 

nem na variação da concentração de taninos. Araújo e colaboradores (2003) também não 

encontraram influência do sexo na variação da abundância e diversidade de insetos 

galhadores em Baccharis pseudomyriocephala.  
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Neste estudo, o rDNA 16S bacteriano não foi separado do plastidial e 

mitocondrial, uma vez que a clivagem dos dois últimos pelas enzimas de restrição resulta 

em perfil idêntico entre as amostras estudadas. Assim, a presença de variação entre os 

perfis revelaria grupos taxonômicos bacterianos exclusivos de cada amostra. 

Viti e Giovannetti (2005), ao comparar os perfis de ARDRA entre bactérias 

provenientes de um solo poluído com cromo e outro não poluído, relataram que a enzima 

de restrição RsaI apresentou mesmo perfil para isolados de Arthrobacter globiformis e 

Arthrobacter oxydans. A diferença entre as espécies foi revelada pelo perfil obtido com 

AluI e CfoI, demonstrando a importância de se utilizar mais de uma enzima de restrição 

na abordagem ARDRA. Uma possível explicação para a ausência de diferença na 

composição de bactérias endofíticas entre plantas sadias e com galha pode ser devido ao 

DNA total dos espécimes com galha ter sido extraído de uma folha aparentemente normal, 

e não da própria galha. A tentativa de extrair o DNA da galha foi feita, mas sem sucesso 
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Figura 11 - Perfil de restrição do amplicon do gene de rRNA 16S de plantas femininas 

sadia (FS) e com galha (FG); masculinas sadia (MS) e com galha (MG). Os fragmentos 

obtidos variaram em tamanho entre 120 e 1000 pares de bases. M1: marcador de peso 

molecular de 50 pb (Ludwig Biotec); M2: marcador de peso molecular de 100 pb (Ludwig 

Biotec). 
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devido à baixa qualidade do DNA obtido. Portanto, para confirmar se a comunidade 

endofítica bacteriana local da galha difere do restante da planta, a caracterização e 

comparação dessas comunidades são necessárias.  

Deve-se, ainda, considerar que apenas três enzimas de restrição foram testadas, 

não se podendo, portanto, afirmar que não existem diferenças na composição das 

comunidades endofíticas entre plantas femininas sadias, femininas com galha, masculinas 

sadias e masculinas com galha. Além disso, o sequenciamento realizado pela plataforma 

Illumina revelou diferença significativa entre as comunidades bacterianas endofíticas de 

plantas sadias e com galha, contrariando o resultado obtido com o ARDRA. Destaca-se, 

ainda, que a reação de restrição foi executada quatro vezes, e o perfil obtido foi o mesmo, 

sem diferenças entre as amostras. A alta reprodutibilidade do ARDRA é reconhecida pela 

literatura (Viti e Giovannetti, 2005). 
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5-Conclusão 
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O sequenciamento pela plataforma PGM Ion TorrentTM da comunidade endofítica 

bacteriana da endorrizosfera de Baccharis dracunculifolia afetada por galhas induzidas 

por Baccharopelma dracuncufoliae revelou-se diversa e complexa, abrigando gêneros 

raros com potencial para produção de metabólitos secundários bioativos. O fato de 50% 

das OTUs não terem sido classificadas no nível de filo cria uma oportunidade de 

descoberta de novos filos. Por sua vez, os perfis obtidos pelo ARDRA não exibiram 

diferenças na composição de bactérias endofíticas entre plantas sadias e com galha, bem 

como entre plantas masculinas e femininas. Entretanto, esse resultado não foi suficiente 

para afirmar que essas comunidades são similares, uma vez que apenas três enzimas de 

restrição foram utilizadas. Estes dados foram discordantes da caracterização da 

microbiota das folhas de machos sadios e com galha obtida pelo sequenciamento Illumina 

Hiseq 2000, que mostrou diferença significativa entre as duas bibliotecas. As folhas de 

plantas masculinas sadias e com galha e abrigaram uma comunidade bacteriana 

moderamente diversa, diferindo significativamente entre si. Isso sugere que o inseto 

galhador interfere na composição da comunidade endofítica. Além disso, a presença de 

bactérias produtoras e degradadoras de metabólitos secundários é um indício de que esses 

microrganismos podem interagir, de alguma forma, com os compostos já conhecidos 

produzidos por B. dracunculifolia. 
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