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RESUMO

Microrganismos vivendo no interior dos tecidos gdantas sem causar efeitos
prejudiciais visiveis de sua presenca sao chamaeddsfiticos. As bactérias endofiticas
podem promover o crescimento das plantas de vammseiras: através da secrecdo de
reguladores de crescimento vegetal, pela solubdzale fosfato, entre outras. Na busca de
praticas agricolas ambientalmente sustentaveissigondada consideravel atencéo a fixacéo
biologica de nitrogénio atmosférico. Assim, o ob@ido presente estudo foi avaliar, através
de métodos dependentes de cultivo, a ocorréncimctérias endofiticas em colmos e folhas
de duas amostras das variedades “RG 121" e “RG @604rroz irrigado, num sistema de
cultivo convencional. Foram coletadas plantas dezade duas variedades na Estacéo
Experimental do Arroz, do Instituto Rio GrandenseAdroz (EEA-IRGA), Cachoeirinha/RS,
no ano agricola 2012/2013. As plantas coletadasampo foram submetidas a desinfec¢éo
superficial, seguida do isolamento e cultivo dastéréas endofiticas em meios de cultura
semi-solidos, livres de nitrogénio: NFBAZpspirillum brasilens@. lipoferunm), JNFb
(Herbaspirillum  seropedicdkl. rubrisubalbicany e LGI-P  Gluconacetobacter
diazotrophicus Ao final desses procedimentos, foram obtidos is8fados bacterianos, os
quais agruparam-se, de acordo com suas carac@siggnotipicas, em 29 morfotipos. A
partir disso, opadrédo de distribuicdo dos morfotipos entre oitadogdes foi avaliado por
Andlise de Correspondéncia Destendenciada (DCApithscondicdes foram: C1 = amostra
(planta) 1, variedade “RG 121", colmos; C2 = anme4dir variedade “RG 121", folhas; C3 =
amostra 1, variedade “RG 900", colmos; C4 = amadktnaariedade “RG 900", folhas; C5 =
amostra (planta) 2, variedade “RG 121", colmos; €£@mostra 2, variedade “RG 121",
folhas; C7 = amostra 2, variedade “RG 900", colm@8;= amostra 2, variedade “RG 900",
folhas. Os dois primeiros eixos da DCA explicarad8yb26 da variancia total do conjunto de
dados - 23,9 % de explicacdo somente pelo eixoiridaA foi realizada uma Analise de
Componentes Principais (PCA) na tentativa de elgadequais morfotipos melhor explicam
as diferencas observadas entre as condi¢cOes. Dedi® 0s eixos 1 e 2 da PCA tiveram uma
proporcao de explicacdo acumulada correspondedte6d %, sendo o eixo 1 responsavel
por 25,91 % destes. Por fim, em funcdo do nimernsalados obtidos por grupo fenotipico,
pdde-se calcular o indice de diversidade de Shawwaver (H’), que relaciona a riqueza e
uniformidade de espécies (morfotipos) para cada &endicdo) em estudo. Estes foram
testados par-a-par pelos métododdetstrappinge permutacdo quanto a possiveis diferencas

significativas. De modo que valores de H’' estaistiente diferentes apresentados por



algumas das combinacbes de condigbes puderam laeiomados a amostra (planta), a
estrutura vegetal (colmos e folhas) e a variedatdéada ou conjuntamente. O crescimento
bacteriano em meios de cultura livres de nitrogéaim condi¢cdes microaerofilicas, infere a

ocorréncia da capacidade de fixacéo bioldgica tlegé@nio.

Palavras-chave: Arroz irrigadoMicrorganismo. Endofitico. Citomorfologia. Biologia

molecular.



ABSTRACT

Microorganisms living within the tissues of plamtghout causing visible detrimental
effects of their presence are known as endophytes endophytic bacteria can promote plant
growth in various ways: by secreting plant growigulators, by phosphate solubilization,
among others. In pursuit of environmentally susthia agricultural practices, considerable
attention has been given to the biological nitrofjeation. Thus, the aim of this study was to
evaluate, by culture-dependent methods, the ocueref endophytic bacteria in stems and
leaves of two samples of varieties “RG 121" e “R@90f irrigated rice, on a conventional
cropping system. Rice plants from two varietieseveollected in the Estacdo Experimental
do Arroz, from Instituto Riograndense do Arroz (EERGA), Cachoeirinha/RS, in the
agricultural year 2012/2013. Plants collected ire theld were submitted to surface
disinfection, followed by isolation and cultivatioof endophytic bacteria in semisolid,
nitrogen-free, culture media: NFb AZospirillum brasileng@. lipoferun), JNFb
(Herbaspirillum  seropedicdel. rubrisubalbicany and LGI-P Gluconacetobacter
diazotrophicuys At the end of these procedures, 190 bacteriates were obtained, which
were grouped, according to their phenotypic chargtics, in 29 morphotypes. From this, the
pattern of distribution of morphotypes in eight didions was assessed by Detrended
Correspondence Analysis (DCA). The eight conditiarese: C1 = sample (plant) 1, variety
"RG 121", stems; C2 = sample 1, variety "RG 12@4yks; C3 = sample 1, variety "RG 900",
stems; C4 = sample 1, variety "RG 900", leaves;=Cfample (plant) 2, variety "RG 121",
stems; C6 = sample 2, variety "RG 121", leaves=Gample 2, variety "RG 900", stems; C8
= sample 2, variety "RG 900", leaves. The first tawaes of DCA explained 28.5 % of the
total variance of the data set - 23.9 % of expianabnly by axis 1. In addition, a Principal
Components Analysis (PCA) was performed in attetomstablish which morphotypes best
explain the observed differences between the dongit Thus, the axes 1 and 2 of the PCA
had a proportion of accumulated explanation coomedmg to 45.61 %, being the axis 1
responsible for 25.91 % of them. Finally, accordingthe number of isolates obtained by
phenotypic group, the Shannon-Weaver diversity xngt¢) were calculated, which relates
the richness and evenness of species (morphotfgresach area (condition) in study. These
were tested pair-to-pair by bootstrapping and péatian methods for possible significant
differences. Thus, statistically different valuésdopresented by some of the combinations of

conditions could be related to the sample (plapant structure (stems and leaves) and



variety, individually or together. The bacteriabgth in nitrogen-free culture media, under

microaerophilic conditions, implies the occurrent®iological nitrogen fixation capacity.

Keywords: Rice paddy field. Microorganism. EndoptiytCytomorphology. Molecular
biology.
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1 INTRODUCAO

Microrganismos vivendo no interior dos tecidos gdantas sem causar efeitos
prejudiciais visiveis de sua presenca sdo chamaddsfiticos. Comunidades endofiticas
cultivaveis podem ser isoladas apés desinfeccaerficinl do material vegetal (BANDARA;
SENEVIRATNE; KULASOORIYA, 2006; KHAN; DOTY, 2009).

E possivel concluir nos dias de hoje, apds serefis tvem estudados, que estes
microrganismos tenham efeitos positivos sobre antalahospedeira, por exemplo,
promovendo o crescimento vegetal, aumentando sté&asia a patégenos e o fornecimento de
nitrogénio atmosférico (AZEVEDO et al., 2000; MANMORISAKI, 2008).

As bactérias endofiticas podem promover o cresdonetas plantas de varias
maneiras: através da secrecdo de reguladores signoeato vegetal (por exemplo, o acido
indolacético), pela solubilizacdo de fosfato, ermtrgras (BANDARA; SENEVIRATNE;
KULASOORIYA, 2006).

No solo, ha grandes reservas de fésforo (P) ema®iinsoliveis, que ndo podem ser
utilizadas pelas plantas. Algumas bactérias presena rizosfera sdo, porém, capazes de
secretar acidos organicos e fosfatases que fatiitaonversdo das formas insollveis de P
em formas disponiveis para as plantas hospeddifiags siderdforos, quelantes de ferro de
baixo peso molecular, também sintetizados por dsaet®rias, disponibilizam tal elemento
para as plantas e atuam, assim, como promotoreedgamento vegetal (KUSS, 2006). Além
disso, as bactérias endofiticas fornecem vitamessenciais para as plantas. As auxinas
aumentam a producdo de sementes e a germinacdam@mie com o0 aumento do
crescimento da parte aérea da planta e do perfhton Outros efeitos da colonizacao
endofitica na planta hospedeira incluem o ajust@étiso, a regulacdo estomatica e a
modificagcdo morfoldgica da raiz (BANDARA; SENEVIRAE; KULASOORIYA, 2006).

O arroz Qryza sativalL.) é o cereal cultivado de maior importancia égoita e
social no mundo, suprindo mais de 50 % da populaébal (CARDOSO et al., 2010;
KAGA et al., 2009). Séo cerca de 150 milhdes dednes utilizados para o seu cultivo, e
destes, 75 % estdo em solos alagados (KUSS, 2@@rasil encontra-se entre os 10
principais paises produtores de arroz, e a regiico8de esta concentrado o cultivo de arroz
irrigado, contribui com 70 % da producéao brasili€GARDOSO et al., 2010). Na safra
2012/13, o Rio Grande do Sul registrou uma areatgdia com arroz correspondente a
1.078.833 hectares (REVISTA LAVOURA ARROZEIRA, 2014
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Na busca de praticas agricolas ambientalmente néégéds, tem sido dada
consideravel atencdo a fixacdo biologica de nimaméatmosférico. Varias bactérias
diazotroéficas, incluindoPantoea agglomeranslebsiella oxytoca, Enterobacter cloacae,
Alcaligenesspp.,Azospirillumspp. eSerratiaspp., tém sido isoladas da rizosfera do arroz. No
entanto, a associacdo de espécies endofiticagrdifizas dos género&cetobacter, Azoarcus
e Herbaspirillum com gramineas é que tem despertado um novo istedsvido a sua
ocorréncia principalmente no interior dos tecidegetais e a evidéncia de significativa
fixacdo biologica de nitrogénio (ELBELTAGY et @001). Alguns estudos tém demonstrado
gue muitas endofiticas tém uma ampla gama de hespstH. seropedicaepor exemplo,
tem sido encontrada em diversas culturas de impoadagropecuaria, incluindo milho,
sorgo, cana-de-acucar, e outras gramineas (ZAKR#&\,2007).

Bactérias endofiticas vém sendo consideradas patemgentes de controle biologico
(BACILIO-JIMENEZ et al., 2001; BANDARA; SENEVIRATNEKULASOORIYA, 2006;
JOSHI; TYAGI; BHATT, 2011; KAGA et al., 2009; KUS2006; MANO; MORISAKI,
2008; TANTAWY, 2009). O mecanismo pelo qual essastdrias induzem protecdo nas
plantas hospedeiras ainda permanece incerto. Nantenta producdo de sideroforos,
metabdlitos com atividade anti-fungica e/ou a caig@e por nutrientes e exclusao de nicho
de outros microrganismos colonizadores tém sidceersms (BACILIO-JIMENEZ et al.,
2001). Desta forma, a inoculacdo dessas bacténasementes ou plantas vem sendo
utilizada com sucesso na reducdo do impacto decdeevausadas por bactérias, fungos,
virus, nematoides e insetos (BERG; HALLMANN, 208&RRY, 2000; PING; BOLAND,
2004; RAMESH; JOSHI; GHANEKAR, 2009; STURTZ; CHRIEF NOWAK, 2000).

A colonizacéo endofitica da cepa B510Amspirillumsp. em plantas de arroz induz
resisténcia contra a brusone, doenca causada petm Magnaporthe griseae contra a
ferrugem bacteriana, causada pela bac¥ai@homonas oryza@KEDA et al., 2010). Varias
bactérias endofiticas sdo conhecidas por inibip&itégenos, e sua aplicagdo na agricultura
vem sendo testada (MANO; MORISAKI, 2008). Mukhopgaih et al. (1996) relatam que
varias bactérias endofiticas isoladas de sementesrdz exibem forte atividade anti-fungica
contra Rhizoctonia solani, Pythium myriotylum, Gaeumanrmegy graminis e
Heterobasidium annosungualmente, o endofito do arr@acillus megateriunilesempenha
forte atividade antagOnica contkdeloidogyne graminicolapraga que afeta a orizicultura
(MANO; MORISAKI, 2008). Cho et al. (2007) sugereraega viruléncia ddurkholderia
glumae,o patdégeno causador do apodrecimento das plamge®os do arroz, controlada por

“quorum sensirig é inibida por Burkholderia sp. KJO06, que possui um gene N-acil-
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homoserina lactona (aiiA)Neste mesmo estudo, foram encontradas duas ceqgdsas
indutoras de &cidos fendlicos, que desencadeianesssténcia sistémica e fornecem
bioprotecdo as plantas de arroz infectadas Riuzoctonia solanip agente causador da
doenca da queima da bainha nessa cultura. Além,dissbas cepas rizObias promovem o
crescimento e aumentam a produtividade das pldetasroz em estufa.

Apesar da associacdo entre as bactérias do gBhéobiume as culturas de plantas
leguminosas ser a mais bem estudada, e apresentaroa contribuicdo quanto a fixacao
biologica de nitrogénio, algumas gramineas tém destn@do potencial significativo, como a
cana-de-aglcar, o milho, o arroz e o trigo (VIDEJRARAUJO; BALDANI, 2007). A
fixac&o bioldgica de nitrogénio por bactérias diedtcas em leguminosas é evidenciada pela
formacédo de nddulos. No entanto, como ndo ha ngdlollaas gramineas, a averiguacao da
eficiéncia da fixacdo biolégica de nitrogénio temdosfeita através da observacdo de
parametros que indicam a capacidade das plantasedeer e acumular nitrogénio. Quanto
aos sistemas de producdo agricola, o sucesso lizaqdtd de bactérias diazotréficas esta
relacionado a habilidade de selecionar, incorperaranter populacdes benéficas no campo.
A rotacdo de culturas e a forma de manejo da lavpadem influenciar as populacbes
microbianas do solo, sendo que se busca o desé@neoito de sistemas de producao que
beneficiem as populagcbes de diazotréficos. O usprdeetores vegetais quimicos, por sua
vez, reduz a quantidade e a qualidade de populagiGesbianas especificas (KUSS, 2006).

Cura et al. (2005) consideram a atuacaddespirillum brasilensdenéfica para as
plantas, uma vez que libera fitohorménios, contmotaescimento de patdogenos presentes na
rizosfera e fixa nitrogénio atmosférico, transfonti@o em aménia facilmente assimilavel
pela planta. Deste modd\zospirillum sp. B510, mencionada anteriormente por atuar no
controle bioldgico, tem sido escolhida como um idacte endofitico benéfico para a
producdo de arroz no Japao, e suas interacfes ssanceltura tém sido avaliadas em
experimentos de laboratério e campo. Em sumagspirilum sp. B510 promove o
crescimento de plantas de arroz levando ao aundenperfilhos na fase inicial, e resultando
no aumento da producdo de sementes atraves do @mudrenimero de paniculas. Apesar de
algumas rizobactérias promotoras do crescimentetaegroduzirem fitohorménios como
auxinas, citocininas e giberelinas, desconhecatgéep momento, sAzospirillumsp. B510
produz fitohormoénios no tecido da planta hospedeé&ganodo a promover seu crescimento
(IKEDA et al., 2010).
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Li et al. (2007) indicam queeifsonia xylisubsp.cynodontistem potencial para ser
utilizada como endoéfito para expressdo de genegeexd (introduzidos por meio de um
vetor de transformacé&o) no arroz.

Ainda, a cepa B501 dderbaspirillum sp., originalmente isolada do arroz selvagem
(O. officinalig, € uma importante endofitica diazotréfica. A c&a®1gfpl coloniza brotos e
sementes d@. officinalise fixa quantidades significativas de nitrogéniambém tem sido
relatada a habilidade dessa cepa bacteriana emizaigaizes e colmos basais de cana-de-
acucar apos inoculacéo pela raiz. Isso indica spie,condicdes adequadas de crescimento e
com a técnica de inoculacdo apropriada, pode cdowniutras plantas além de sua hospedeira
original (ZAKRIA et al., 2007).

O isolamento em meios de cultura é a metodologidss mamum para avaliar
comunidades bacterianas de diferentes ambientegigaimente devido a sua aplicacao
simples. No entanto, € uma analise limitada e émibinda por certos fatores, quase sempre
subestimando a diversidade bacteriana. A elevadardiilade presente na maioria das
amostras ambientais € dificil de representar enosnée cultura, uma vez que a grande
maioria das espécies bacterianas néo cresce ens rdeigsolamento padrdo. Tem sido
demonstrado que os isolados obtidos por plaqueanm&t representam seu habitat natural
porque métodos de isolamento aplicados acessamnsmmen pequeno subconjunto da
comunidade microbiana total do ambiente. Melhagigserimentais para o cultivo baseiam-se
em imitar o ambiente de origem das bactérias @gasse. Por exemplo, a suplementacéo de
meios de cultura com extratos do solo pode reseitarmaior diversidade de espécies
cultivaveis. Além disso, alterar as condi¢cdes dmubacdo das culturas pode estimular o
crescimento de bactérias, por exemplo, atravésuttanga da composicdo atmosférica e da
adicdo de nutrientes especificos e moléculas sadiras. Embora estudos preliminares
revelem melhorias nos métodos de isolamento mianabdestinados a analise da diversidade
bacteriana em ambientes distintos, ainda € imprés@l a utilizacdo de abordagens
polifasicas para uma avaliacéo satisfatoria dasiocades bacterianas que interagem com as
plantas (ANDREOTE; AZEVEDO; ARAUJO, 2009).

Bactérias endofiticas podem ser isoladas atravésailes de cultura seletivos, semi-
sélidos, livres de nitrogénio e que se diferenaitavido as fontes de carbono. Por exemplo, o
meio seletivo NFb, cuja fonte de carbono é o acddico, e o meio LGI, cuja fonte de
carbono é a sacarose. Ainda, a condicao de semdoesiia um ambiente com baixo nivel de
oxigénio, semelhante ao que ocorre em nichos o @olna planta, onde estdo localizadas
estas bactérias diazotroficas microaerofilicas (O®SO et al., 2010; KUSS, 2006).
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A caracterizacéo das colonias bacterianas baseadaogfotipos tem potencial tanto
para superestimar quanto para subestimar a diedeside espécies, e isso pode ocorrer
devido variacdes morfologicas intraespecificas ala pimpossibilidade de diferenciar
morfologias comuns a varias espécies. Aléem dissandp essa abordagem é conduzida por
diferentes pesquisadores, pode ndo ser adequadapetiionizada. Entretanto, em estudo
realizado por Watrud et al. (2006), foi encontrgdande correspondéncia entre os resultados
obtidos por essa técnica e técnicas de taxonomagsich e molecular (Polimorfismo no
Comprimento de Fragmentos de Restricdo associa@deagdo em Cadeia da Polimerase;
PCR-RFLP) suportando a ideia de que a classificagcdo basead@rfotipagem de colonias
bacterianas pode ser utilizada como um métodoainitavel de caracterizagdo microbiana.
Concluséo esta corroborada por Cottyn et al. (2099 cita o fato da anélise de Esteres
Metilicos de Acidos Graxos (FAME) néo ter sido dosiva na diferenciacdo de espécies da
familia Enterobacteriaceae, ao passo que puderadifegenciadas em grupos morfotipicos
de acordo com os diferentes atributos das col6Ria®m, ao contrario do estudo anterior, 0
autor destaca que o numero de perfis genéticogd¢sbpor BOX-PCR) diferenciados entre
isolados pertencentes a um mesmo grupo morfotipidica que isolados fenotipicamente
similares podem diferir em termos de perfil gertétle uma amostra para outra.

A analise de sequéncias do gene 16S rRNA tem sit® abordagem amplamente
utilizada em ecologia microbiana, uma vez que perestudos em varios niveis taxonémicos
(LEMOS et al., 2011), sendo uma das principaiscapbes desse gene a identificacdo de
bactérias cultivaveis (TRIVEDI; SPANN; WANG, 2011).

Assim, o objetivo do presente estudo foi avalitnavets de métodos dependentes de
cultivo, a ocorréncia de bactérias endofiticas eimos e folhas de duas amostras das
variedades “RG 121" e “RG 900" de arroz irrigadapmnsistema de cultivo convencional.
Mais especificamente, buscou-se: (i) classificar mrorfotipos as bactérias endofiticas
cultivaveis oriundas de colmos e folhas das vadedaem estudo; e (i) comparar a
composicao, a riqueza e a abundancia morfotipichagérias endofiticas cultivaveis entre

colmos e folhas e entre as variedades.
2 MATERIAL E METODOS
Foram coletadas plantas de arroz de duas varied@lsela 1), na Estacéo

Experimental do Arroz, do Instituto Rio GrandeneseAdroz (EEA-IRGA; 29° 56’ 777, S; 51°
07’ 95", W), Cachoeirinha/RS (Figura 1), no ano iega 2012/2013, durante a fase
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reprodutiva da cultura (periodos R6 e R9). De cadeedade, foram coletadas duas amostras,
as quais foram individualmente acondicionadas ernossaplasticos e devidamente
identificadas até seu encaminhamento para o Labaate Microbiologia e Toxicologia da
UNISINOS.

Tabela 1.Caracteristicas das duas variedades de arrozdaigaletadas na Estacao
Experimental do Arroz, do Instituto Rio GrandenseAdroz (EEA-IRGA), Cachoeirinha/RS,

no ano agricola 2012/2013, as quais foram utilizadesta pesquisa.

VARIEDADE “RG 121" VARIEDADE “RG 900"

Pilosa; Pilosa;

Arista ausente; Arista presente;

Grao de comprimento médio; Grao de comprimento opédi

Cor do apiculo amarela; Cor do apiculo amarela;

Introducdo de material genético do Introducdo de material genético do
CIAT (Centro Internacional delRRI (Instituto Internacional de Pesquisa
Agricultura  Tropical - Colémbia),do Arroz - Filipinas), nominada no banco
nominada no banco dede germoplasma como IR-72158-11-5-2-
germoplasma como CT-9038-5-5C-17C-3;
2C-4C-M.

Larga.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 1. No detalhe, Estacdo Experimental do Arroz, datlitst Rio Grandense do
Arroz (EEA-IRGA; 29° 56’ 777, S; 51° 07’ 95", W)réa de coleta das plantas de arroz, no

municipio de Cachoeirinha/RS.

Fonte: GOOGLE EARTH, vers&o 6.1.0.5001 (2013).

Os processos de desinfeccdo superficial das ampstalamento e cultivo das
bactérias endofiticas seguiram metodologia despoitdddbereiner; Baldani; Baldani (1995).

Colmos e folhas de arroz, na quantidade de 10 g, dachm lavados em agua corrente
para retirada de particulas de solo aderidas, setospapel-toalha e desinfetados
superficialmente com etanol 70 %. Logo apoés, fomdnrados (em moedor de facas) com 90
mL de solucéo salina (ANEXO A-1) por um a dois nias) quando foram feitas as diluicoes
seriadas das amostras 18 10°). De cada uma das diluicdes, aliquotas de 0,1 oranf
inoculadas, em triplicata, em tubos de vidro coded mL de meios de cultura semi-solidos,
livres de nitrogénio (ANEXOS A-2, A-3 e A-4, resgigamente): NFb Azospirillum
brasilenséA. lipoferun), JNFb Herbaspirillum seropedicdkl. rubrisubalbicany e LGI-P
(Gluconacetobacter diazotrophiqusOs tubos contendo os meios NFb e JNFb foram
incubados a 35 °C por quatro a sete dias, enquat@queles contendo o meio LGI-P foram
incubados a 30 °C durante sete a 10 dias. Apésetasa, foi realizada a quantificacdo das
bactérias pelo método do Numero Mais Provavel (NNMB3eado na presenca ou auséncia de
uma pelicula formada no meio semi-sélido, confoapeesentado na tabela de McCrady.
Quando a pelicula fina atingiu a superficie dososyaransferiu-se, com al¢ca de platina, uma
guantidade da cultura para novos meios semi-solisloglo sido os tubos incubados nas
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mesmas condi¢des anteriormente citadas até a faorde um novo véu. Apos, as culturas
foram riscadas em placas contendo os meios sdesidlidos (ANEXOS A-2, A-3 e A-4)
acrescidos de 20 mg'lde extrato de levedura, as quais foram incubadagés a cinco dias

a 35 °C para NFb e JNFb, e a 30 °C por uma senanal (51-P. Para purificacao final, as
colénias que cresceram nos meios solidos NFb e IdfBn transferidas, com o auxilio de
palitos estéreis, para respectivos novos meios-sélidios, os quais foram incubados por sete
dias a 35 °C. Apos a formacado do véu, fez-se nowveare semeadura por esgotamento de
uma quantidade da cultura, desta vez em placaseie Batata sélido (ANEXO A-5), as
quais foram incubadas a 35 °C durante sete diggardao meio LGI-P, a purificacdo das
colénias foi feita diretamente do meio seletivoid®lpara placas de meio Batata-P sélido
(ANEXO A-6), com incubacéo de sete a 10 dias, &30

ApoOs esse periodo, as caracteristicas morfologlaascolénias crescidas nos meios
Batata e Batata-P sdlidos foram analisadas confongtedos internacionais de classificacédo
bacteriana, contidos enBérgey’'s Manual of Determinative Bacteriol6g{HOLT et al.,
1994), de modo que os seguintes atributos forantiades: tamanho (grande, média,
pequena), forma (circular, irregular, rizoide, ril@antosa, puntiforme), elevacao (cbncava,
elevada, ondulada, protuberante, achatada, conveb@dos (lisa, lacerada, lobada,
filamentosa, ondulada), estrutura (lisa, granuléitanentosa, rugosa), brilho (transparente,
translicida, opaca), cor (incolor, pigmentada), speato (viscosa, Umida, membranosa,
leitosa, seca).

Além disso, foi realizado o método de coloracacerdiicial de Gram (MELO;
AZEVEDO, 1998) com esfregacos obtidos a partir olérdas axénicas dos meios Batata e
Batata-P sdlidos. A analise de dados e os regidtbeam efetuados pelo sistema de
microscopia de contraste interferencial de fasesZei

A identificacdo dos microrganismos endofiticos determinada com base na analise
das sequéncias do gene 16S rRNA. Para tanto, paimente foi feita extracdo de DNA das
colénias bacterianas cultivadas. As colbnias obtidas meios Batata e Batata-P soélidos
foram individualmente transferidas, com auxiliouea alca de platina, para tubos de vidro
contendo 4 mL de caldo Luria-Bertani (MILLER, 197R&NEXO A-9). Apés 48 horas de
incubagcdo a 35 °C (para colbnias provenientes deissmBatata sélidos) e 30 °C (para
colénias provenientes dos meios Batata-P solidosescimento bacteriano foi dividido entre
dois microtubos com capacidade para 1,5 mL cada. deguida, os mesmos foram
submetidos a centrifugacdo a 12000 rotacdes poutmi(RPM) durante um minuto. O

sobrenadante foi, entdo, descartado @eikets reunidos em um Unico microtubo, ao qual
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foram adicionados 750 pL de solugéo de lise | (AREX-10). O mesmo foi homogeneizado
em vortex a 40 Hertz (Hz) por cinco minutos e, ap&istrifugacdo por 10 minutos a 12000
RPM, o pellet foi ressuspendido em 1Q¢. de solucdo de lise 1l (ANEXO A-11). Em
seguida, foram adicionados 1L de SDS (dodecil sulfato de sddio) 10 % e 2,5 |eL d
proteinase-K (20 mg/mL). Essa solucéo foi incubadd7 °C por 15 minutos, e a 60 °C
durante 15 minutos. Apds, foram acrescentados @lZ,8e cloreto de sodio (NaCl) 5 M,
sendo essa solucédo submetida a centrifugacéo ® BB por 20 minutos. A fase superior
foi recuperada e transferida para novos microtubagde foram adicionadas duas vezes o
volume de isopropanol absoluto a -20 °C. Postegate) as amostras foram incubadas a -20
°C, onde permaneceramernight No dia seguinte, foram centrifugadas a 12000 RBM30
minutos. Por fim, gelletfoi lavado com 200 pL de etanol 70 % a -20 °Cdeemovamente
centrifugado a 12000 RPM por 30 minutos e ressusgerem 15 puL de agua Milli-Q e 1 pL
de RNAse (10 mg/mL), sendo ainda incubado a 37ut@nte 60 minutos.

Os produtos de extragéo (3 pL) foram avaliados efsisoforese em gel de agarose (1
%). De modo que foi realizada a migracdo durantenBtutos a 90 V, em tampao Tris-
Borato-Acido Etilenodiamino Tetra-Acético (EDTA; BB 1 X, e coloragio com brometo de
etideo. Ainda, a foto-documentagdo ocorreu com xiliaude transluminador ultravioleta
(Kodak® Electrophoresis Documentation and Analysis Systeh?0), e do programa ID
Digital Scienceverséo 2.0.3 (Kod&kScientific Imaging Systens

A amplificacdo dos produtos de extracdo (100-5@fL) foi conduzida utilizando os
primers universaisPRBA338f e PRIN518r Eurofins MWG OpergnTabela 2), os quais
amplificam um fragmento de 236 pares de bases.XadmPCR usado para amplificacdo do
gene 16S rRNA continha: 100 mM de cada desoxirtibtaotideo trifosfatado (dNTP;
Ludwig Biotecnologia LTDA), 50 mM de cloreto de rmégio (MgC}. Gibco/Brf®, Life
Technologies, Iny. 20 uM de cadaprimer, 500 U de TAQ-polimerase (Ludwig
Biotecnologia LTDA) em tampéo 10 X (Ludwig Biotedogia LTDA), 1 pL da amostra, e
agua Milli-Q estéril para um volume final de 25 pAs reagbes de amplificagdo foram
conduzidas utilizando o termocicladdastercyclef Personal (Eppendorf nas seguintes
condicdes: 92 °C por dois minutos para desnaturaéal, seguida por 35 ciclos de 92 °C
por um minuto para desnaturacdo, 57 °C por 30 slegymara anelamento dosmers 72 °C
por um minuto para extensdo, com uma extensaode@P °C por seis minutos (OVREAS et
al., 1997). Os produtos da PCR (5 pL) foram avabampos eletroforese em gel de agarose (1

%), sendo a migracao, coloracdo e foto-documentegdiizadas da mesma forma que na
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extragdo de DNA. Como marcador de peso molecuanitilizado o 100-bp DNAadder
(Promega).
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Tabela 2.Sequéncias dgeimersutilizados nos experimentos de PCR

PRIMER ALVO SEQUENCIA (5 — 3) REFERENCIA

*

PRBA338f Bacteria, regido V3 ACTCCTACGGGAGGCAGCAG OVREAS et al.,

1997
PRUNS518r Universal, regido ATTACCGCGGCTGCTGG OVREAS et al,
V3 1997

* f, forward primet r, reverse primer

Fonte: Elaborada pela autora.

Os fragmentos foram enviados para sequenciamentaBikd’RISM 3100 Genetic
Analyzer (Applied Biosystemsna ACTGene Analises Moleculares (Ludwig Biotdoga
LTDA), Porto Alegre/RS. As sequéncias foram comg@asacom um banco de sequéncias de
DNA bacteriano, disponivel na base de dados GenBatilizando osoftware Basic Local
Aligment Search TodBLAST), do Centro Nacional de Informacgéo Bioteldgica (NCBI)

dos Estados Unidos da América (EUA&tp://www.ncbi.nlm.nih.goy, a fim de inferir suas

relacdes filogenéticas.

Os dados experimentais relativos ao método do NdAgf submetidos a Testede
Student (nivel de significancia de 5 %), com use dmcedimentos disponiveis no pacote
vegan (OKSANEN et al., 2013) doftwareR, verséo 3.0.2 (2013).

Os isolados bacterianos obtidos foram agrupadosdiemidrograma de similaridade
pelo métodoComplete Linkagee Distancia Euclidiana (EVERITT, 1993), por meio d
programa SPSS 17.0.0 (2008), de acordo com osegahiribuidos as suas caracteristicas
morfologicas. A partir disso, padrao de distribuicdo dos morfotipos entre oitadegdes foi
avaliado por Analise de Correspondéncia DestenddadDCA; JONGMAN; TER BRAAK;
VAN TONGEREN, 1995; LEGENDRE; LEGENDRE, 1998; MANL.Y1994). As oito
condi¢cbes foram: C1 = amostra (planta) 1, varied&@ 121", colmos; C2 = amostra 1,
variedade “RG 1217, folhas; C3 = amostra 1, varikdeRG 900", colmos; C4 = amostra 1,
variedade “RG 900", folhas; C5 = amostra (plantay&iedade “RG 121", colmos; C6 =
amostra 2, variedade “RG 121", folhas; C7 = amo2treariedade “RG 900", colmos; C8 =
amostra 2, variedade “RG 900", folhas. O prograr@a(RD 4.0 (MCCUNE; MEFFORD,
1999) foi utilizado para realizar a DCA. Além dispara se obter uma visdo mais detalhada

da similaridade entre as condicfes, resultanteddasencas na distribuicdo dos morfotipos



23

em funcdo destas, foi feita uma segunda analisagdgpamento, nos mesmos moldes da
anterior.

Ainda, foi realizada uma Andlise de Componentesidipais (PCA; PEARSON,
1901), utilizando o pacote vegan (OKSANEN et aD13® dosoftwareR, versdo 3.0.2
(2013). O objetivo dessa andlise é estabeleceraomdinacdo de variaveis originais para
descrever as tendéncias observadas na matriz arigen dados, ou seja, para este estudo
especificamente, estabelecer quais morfotipos mebicam as diferencas observadas entre
as condi¢cfes. Assim, a matriz para a Analise de pboentes Principais foi construida
usando os dados de presenca e auséncia dos nusfp@pa as oito condicbes analisadas.
Como critério para extracdo de componentes priigifai construido, também pelo pacote
vegan (OKSANEN et al., 2013) dsoftwareR (2013), um grafico do tipecree plot que
ilustra como a variabilidade dos dados estd didtlid entre os eixos da ordenacao,
permitindo identificar o nimero de eixos mais digativos.

Finalmente, em funcdo do nimero de isolados obfdoggrupo fenotipico, péde-se
calcular o indice de diversidade de Shannon-WeaVeSHANNON; WEAVER, 1949), que
relaciona a riqueza e uniformidade de espéciesfdtimos) para cada area (condicdo) em
estudo (ODUM, 1983). Além disso, utilizando o panga PAST, versédo 2.17c (HAMMER;
HARPER; RYAN, 2001), foram aplicados os métodosdetstrappinge permutacdo par-a-
par aos indices de diversidade de Shannon obtalasgs oito condi¢des, de modo a avaliar

possiveis diferencas significativas entre as megEi@RON, 1979).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A estimativa de abundancia de bactérias endofjtaiavés do método do Numero
Mais Provavel (NMP; DOBEREINER; BALDANI; BALDANI, 295), corresponde a média
dos valores encontrados nas amostras (planta®sespantes das duas variedades de arroz
irrigado, para cada estrutura vegetal (colmosteaf)le meio seletivo (NFb, JNFb e LGI-P), e
pode ser observada na Tabela 3. Para os grupasibaos em estudo, os valores sédo obtidos
com base na presenca ou auséncia de uma pelicditareende véu proxima a superficie dos

meios de cultura semi-sélidos, livres de nitrogéRigura 2).
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Tabela 3. Estimativa de abundancia de bactérias endofitita®g/za satival., no
ano agricola 2012/2013, na Estacdo Experimentdrdaz, do Instituto Rio Grandense do
Arroz (EEA-IRGA), em Cachoeirinha/RS. Bactériastigadas em meio NFbAgZospirillum
brasilenséA. lipoferun), JNFb Herbaspirillum seropedica#. rubrisubalbicany e LGI-P
(Gluconacetobacter diazotrophicusANEXOS A-2, A-3 e A-4, respectivamente), e
quantificadas pelo método do NUimero Mais ProvadiiP; DOBEREINER; BALDANI;
BALDANI, 1995).

VARIEDADE COLMO FOLHA

NFb JNFb LGI-P  NFb JNFb LGI-P

Variedade “RG 121" 82,5a* 140a 70,55a 140a 140a 0Oal4
Variedade “RG 900" 140a 140a 92,5a 140a 140a 70,55a

* Médias seguidas por letras iguais em variedadesedtes, dentro do mesmo meio seletivo e

estrutura vegetal (colmos e folhas), ndo diferetatisicamente entre si. Fonte: Elaborada pelarauto

Entre as populacdes de bactérias endofiticas pgessens colmos das amostras da
variedade “RG 121", verificou-se que a maior popétafoi detectada em meio JNFb (para
Herbaspirillum seropedica#d. rubrisubalbicany e a menor em meio LGI-P (para
Gluconacetobacter diazotrophiqu®© meio NFb (par@&zospirillumbrasilenséA. lipoferumn)
apresentou um valor populacional intermediario. Getacéo as folhas dessa variedade, os
trés meios de isolamento apresentaram o mesmo yapulacional, superior aqueles
encontrados nos colmos, para os meios NFb e L@li&éntico para o meio JNFb. No que
diz respeito a variedade “RG 900", no meio LGIldhtd para colmos quanto para folhas, foi
detectada a menor populacéo entre os trés meiudy spie, para 0os meios NFb e JNFb, foi
encontrado o mesmo valor populacional tanto nos@®lcomo nas folhas. Ainda, para o
meio LGI-P, o valor populacional registrado nashéasl foi menor do que aquele registrado
nos colmos.

Com relacdo aos resultados dos Testds- Student ( 0,05), as populacdes de
bactérias crescidas em meio NFb, relacionadasoapirillum brasilense A. lipoferum nao
diferiram estatisticamente entre si nos colmos \dagedades em estudo=(-1, df= 2, p=
0,4226). Resultado encontrado também para as pdmdaelacionadas@uconacetobacter
diazotrophicus crescidas em meio LGI-P e relativas aos colntes-@.2609, df= 2, p=
0,8186) e as folhasH 1, df= 2, p= 0,4226) das variedades comparadase(@ 3).
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Figura 2. Crescimento de bactérias endofiticas, aplicadestismativa de abundancia
pelo método do Numero Mais Provavel (NMP; DOBERERYEBALDANI; BALDANI,
1995), de amostra da variedade “RG 121". As bagtéioram crescidas em meios semi-
sélidos, livres de nitrogénio (ANEXOS A-2, A-3 edA-respectivamente): (a) NFb (folhas,
diluicdo 10°); (b) INFb (colmos, diluicio 1; e (c) LGI-P (colmos, diluicio 1.

Fonte: Elaborada pela autora.

De um modo geral, os valores de abundancia de rlzect&ndofiticas podem estar
relacionados a fatores como: (i) o estadio fenolbglas plantas ou o sistema de cultivo
utilizado, de modo que as popula¢des endofiticaemovariar em termos de composi¢ao,
riqueza e abundancia no decorrer do crescimentetale@1ANO et al., 2006; MANO et al.,
2007; OKUNISHI et al., 2005) ou de acordo com agipas culturais adotadas (SILVA et al.,
2013; SOARES et al., 2006); (ii) as diferentes uasdisseminacdo das bactérias para o
interior dos tecidos vegetais, isto é, a capacidadenodo de colonizacdo endofitica (KAGA
et al., 2009); (iii) a composi¢do quimica do sdRENEDUZI et al., 2008; TANTAWY,
2009), por exemplo, altos teores de matéria orgdparecem fornecer protecdo da acao de
fatores fisiologicos do solo a certas espécieshacias (JIMENEZ-SALGADO et al., 1997),
bem como a competicdo por nutrientes com outrosongianismos no ambiente rizosférico
(BACILIO-JIMENEZ et al., 2001); e ainda (iv) as ésfes de bactéria avaliadas, ja que no
presente estudo buscou-se isolar grupos especfedmctérias que podem ocorrer em alta
frequéncia nas variedades analisadas, ndo havessdo grupos dominantes. Contudo, para
confirmar ou refutar a hipétese aqui levantadaguae ndo ha diferencas significativas nos

valores de abundéancia de bactérias endofiticasngados a partir dos trés meios de
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isolamento, igualmente para colmos e folhas de analsavariedades, um maior esforco
amostral em campo, ou seja, ampliar o numero detaaso(plantas), faz-se necessario.

Ao final dos processos de isolamento e cultivoldatérias endofiticas, foram obtidos
190 isolados bacterianos. Quanto as percentagénsolados (39,5 %) originaram-se do
meio NFb, 61 (32,1 %) do meio JNFb e 54 (28,4 %)rsio LGI-P, sendo que destes, 87
(45,8 %) habitavam os colmos e 103 (54,2 %) asafollfObservou-se também que as
diferentes variedades nao revelaram afinidade pgog especificos de bactérias endofiticas,
apesar dos isolados em meio NPFb lfrasilensiA. lipoferun) merecerem destaque por terem
representado valores percentuais de 40,4 % (coin8%3 %, folhas = 66,7 %) do total das
bactérias endofiticas encontradas na variedade 1RG’, enquanto que os isolados
provenientes dos meios JNFIH.( seropedica#l. rubrisubalbicany e LGI-P (.
diazotrophicu¥ corresponderam, respectivamente, a 33,7 % (coin#ts%, folhas = 60 %) e
25,9 % (colmos = 51,9 %, folhas = 48,1 %) do tdwkndofiticas presentes nessa variedade.
No que se refere a variedade “RG 900", a distréwigos isolados nos trés meios seletivos
foi similar a da outra variedade em estudo, istea®endo maior concentracdo em NFb (38,4
%, sendo 54,5 % dos colmos e 45,5 % das folhag)jd® por LGI-P (31,4 %, sendo 44,4 %
dos colmos e 55,6 % das folhas), e entdo JNFb @0 fendo 57,7 % dos colmos e 42,3 %
das folhas).

Conforme a andlise de agrupamento, considerand®m %téle divergéncia, os isolados
reuniram-se, de acordo com suas caracteristicagipeas (Figura 3), em 29 morfotipos
(Figura 4).



27

Figura 3. Bactérias endofiticas crescidas nos meios BatatBat@ta-P solidos
(ANEXOS A-5 e A-6, respectivamente) e caracterigzadarfologicamente, representadas nas
amostras: (a) variedade “RG 121", NFb, colmos,ichla 10% (b) variedade “RG 900",
INFb, colmos, diluicdo 19 (c) variedade “RG 121", LGI-P, colmos, diluicd®>] (d)
variedade “RG 900", NFb, folhas, diluicdo 30(e) variedade “RG 900", JNFb, folhas,
diluicdo 10°; e (f) variedade “RG 900", LGI-P, folhas, diluic&6>.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 4. Dendrograma de similaridade considerando as eafsiitas fenotipicas
culturais (tamanho, forma, elevacéo, bordos, estubrilho, cor e aspecto das colonias) dos
190 isolados de bactérias endofiticas das varieddi& 121" e “RG 900", no ano agricola
2012/2013. Método de anélise de agrupame@tumplete Linkagee Distancia Euclidiana
(EVERITT, 1993), por meio do programa SPSS 17.2008).
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A Analise de Correspondéncia Destendenciada (D@gur& 5) mostrou estruturacéo
dos grupos, isto é, das oito condigbes avaliadaselhante aquela detectada pela segunda
analise de agrupamento (Figura 6), com exceca@asigsdes relativas as condicbes 1 e 4
(mais similares pela segunda analise do que patepa). Entretanto, a variacdo observada
pode ser considerada aceitavel por tratarem-sedlses baseadas em métodos de distancia
diferentes: a DCA utiliza o método da Média Reaipr(RA) ou Analise de Correspondéncia
(CA), enquanto a analise de agrupamento, paracaste foi feita pelo método da distancia
euclidiana. Os dois primeiros eixos explicaram 28,8a variancia total do conjunto de dados
- 23,9 % de explicacdo somente pelo eixo 1.

As condicdes 7 e 8 mostraram-se as mais correkdasnem termos dos morfotipos a
elas associados, seguidas pelas condi¢cdes 5 esfiyglmente por serem relativas a mesma
variedade (“RG 900" e “RG 121", respectivamentdgnm disso, as condi¢cdes 5 e 6 estiveram
menos correlacionadas com as demais no que see rafascorréncia dos morfotipos,
alcancando 25 % de divergéncia. E interessante gataas condigdes 1 e 4 apresentaram
maior semelhanca entre si, depois maior semelhemta3, entdo com 7 e 8, e por ultimo
com 2. O que quer dizer que os morfotipos que ecam nos colmos de uma variedade (“RG
121", condi¢do 1) também puderam ser observadofotiess da outra (“RG 900", condicdo
4), e que morfotipos encontrados em uma das arsgstnaostra 1, condicfes 1 e 4) também
foram registrados na outra (amostra 2, condicoesS8). Assim, pode-se inferir que o padrao
de distribuicdo dos morfotipos em funcdo das ododa;6es, encontrado para o presente
estudo, esteve mais relacionado a amostra (plandayariedade, do que a estrutura vegetal
(colmos e folhas).

Por fim, vale ressaltar que, no grafico da DCApmsfotipos mais préximos de cada
condicdo sdo mais representativos das mesmas. Dest® na tentativa de identificar quais
morfotipos foram mais importantes para explicar diferencas encontradas entre as
condi¢cdes, e quanto dessa variacdo pode ser edglpm eles, foi realizada uma Andlise de
Componentes Principais (PCA).



30

Figura 5. Diagrama de ordenagdo para os primeiros dois eilsAnalise de

Correspondéncia Destendenciada (DCA) para dado2%@esorfotipos distribuidos em oito

condicbes. C1 = amostra (planta) 1, variedade “R&G,Icolmos; C2 = amostra 1, variedade
“RG 1217, folhas; C3 = amostra 1, variedade “RG™9@0dIlmos; C4 = amostra 1, variedade
“RG 9007, folhas; C5 = amostra (planta) 2, variegldBG 121", colmos; C6 = amostra 2,
variedade “RG 121", folhas; C7 = amostra 2, variedeRG 900", colmos; C8 = amostra 2,
variedade “RG 9007, folhas. DCA realizada no progaa PC-ORD 4.0 (MCCUNE;

MEFFORD, 1999).
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 6. Dendrograma de similaridade entre as oito condicbaseado na
distribuicdo dos 29 morfotipos. C1 = amostra (@ant, variedade “RG 121", colmos; C2 =
amostra 1, variedade “RG 121", folhas; C3 = amostreariedade “RG 900", colmos; C4 =
amostra 1, variedade “RG 900", folhas; C5 = amogplanta) 2, variedade “RG 121",
colmos; C6 = amostra 2, variedade “RG 121", foll@8;= amostra 2, variedade “RG 900",
colmos; C8 = amostra 2, variedade “RG 900", folhdétodo de andlise de agrupamento:
Complete Linkagee Distancia Euclidiana (EVERITT, 1993), por meio pgrograma SPSS
17.0.0 (2008).

Dendrogram using Complete Linkage
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Fonte: Elaborada pela autora.

A partir do graficoscree plot(Figura 7), é possivel constatar que o percerdaeal
variacdo explicada mantém-se elevado ao longo dganentes, 0 que sugere que VAarios
componentes seriam necessarios para resumir oss.d#doproporcdo de explicacdo
acumulada alcanca 100 % quando incorporado o aotoveque tem autovalor igual a 1,75 e
explica 6 % da variancia do conjunto de dados. &icmin relacdo aos autovalores, o0s eixos 1
e 2 tém uma proporcédo de explicacdo acumuladaspamelente a 45,61 %, sendo o eixo 1
responsavel por 25,91 % destes (Figura 8).
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Figura 7. Representacgascree plotdos dados da Andlise de Componentes Principais
(PCA) dos 29 morfotipos distribuidos em oito coddg. C1 = amostra (planta) 1, variedade
“RG 1217, colmos; C2 = amostra 1, variedade “RG"1&dlhas; C3 = amostra 1, variedade
“RG 900", colmos; C4 = amostra 1, variedade “RG"9@0lhas; C5 = amostra (planta) 2,
variedade “RG 121", colmos; C6 = amostra 2, vadeddRG 121", folhas; C7 = amostra 2,
variedade “RG 900", colmos; C8 = amostra 2, vardeddRG 900", folhas. Esse tipo de
gréfico ilustra como a variabilidade dos dados ¢E¥) esta distribuida entre os eixos da
ordenacéo (Eixo X), permitindo identificar o nUmei® eixos mais significativoScree plot
construido através do pacote vegan (OKSANEN et2@ll3) dosoftwareR, versédo 3.0.2
(2013).
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 8. Diagrama de ordenagdo para os primeiros dois eilsAnalise de
Componentes Principais (PCA) para dados dos 29%iymot distribuidos em oito condigdes.
C1 = amostra (planta) 1, variedade “RG 121", coln@’ = amostra 1, variedade “RG 121",
folhas; C3 = amostra 1, variedade “RG 900", colm®@4;= amostra 1, variedade “RG 900",
folhas; C5 = amostra (planta) 2, variedade “RG 12&Imos; C6 = amostra 2, variedade “RG
121", folhas; C7 = amostra 2, variedade “RG 90@Inws; C8 = amostra 2, variedade “RG
900", folhas. PCA realizada por meio do pacote ng@2KSANEN et al., 2013) dsoftware
R, versao 3.0.2 (2013).
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Fonte: Elaborada pela autora.

No que se refere ao peso das variaveis, ou sajga@tancia de cada variavel para o
valor de variancia de cada autovetor (Figura 8),nusfotipos 3, 10, 9, 11, 17 e 23
apresentaram correlagdo positiva forte tanto coeixo 1, quanto entre si, enquanto 0s
morfotipos 7, 25 e 28 estiveram forte e positival@enorrelacionados entre si, mas
apresentaram uma forte correlacdo negativa cominoejpo grupo de variaveis citado e,
juntamente com os morfotipos 20 e 6, com o eixAslvariaveis mais forte e positivamente
correlacionadas ao segundo eixo foram os morfotighs26, 27, 13 e 1, sendo 14, 26, 27
correlacionados forte e positivamente entre sijtipamente correlacionados ao morfotipo
13, porém forte e negativamente correlacionadosa@dotipo 1. Ja os morfotipos 19, 8, 7, 25
e 28 estiveram negativa e fortemente correlacionaaocomponente 2, sendo 7, 25 e 28
positivamente correlacionados aos morfotipos 19, eal8m de forte e positivamente
correlacionados entre si, conforme ja citado. Ofatipo 19, por sua vez, exibiu uma forte

correlacdo negativa com o morfotipo 1, sendo tafgpquanto o morfotipo 8, positivamente
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correlacionados ao morfotipo 13. Além disso, comande parte da variacdo no conjunto de
dados néo pode ser explicada somente pelos doreipps componentes, cabe destacar que
0s morfotipos 2, 22 e 23 apresentaram forte caydielgositiva com o eixo 3 (proporcao de
explicacéo igual a 15,57 %), os morfotipos 5 e @ © eixo 4 (proporcédo de explicacdo
igual a 14,3 %) e o morfotipo 16 com o eixo 6 (mydo de explicagdo igual a 7,5 %). Por
outro lado, o morfotipo 22 esteve forte e negatmat@a correlacionado ao eixo 4, enquanto o
mesmo ocorreu para o morfotipo 18 com o eixo 5p@rgéo de explicacdo igual a 10,99 %).

Considerando a dispersédo das condicbes nos contperiere 2 da PCA em funcéo
dos morfotipos (Figura 8), foi possivel observar gradiente da direita para a esquerda,
comecando com um grupo formado pelas condicOes & que apresentaram-se mais
correlacionadas com os morfotipos 3, 10, 9, 11e 123, e menos correlacionadas com o0s
morfotipos 7, 25 e 28. Um segundo grupo de condig@nelhantes (1, 4, 7 e 8) mostrou
correlacdo intermediaria com quase todas as vasidueorfotipos), de modo que néo se
distribuiram de acordo com a contribuicdo das vargapara os eixos 1 e 2. Na parte superior
esquerda, formou-se um terceiro grupo, dotado six@mente da condicdo 3, a qual
apresentou forte correlacdo com os morfotipos 7,285e 13 e, consequentemente, esteve
menos correlacionada com os morfotipos 3, 10, 9171% 23. J& na porcéo inferior esquerda
do gréfico, observou-se a maior correlacdo da ¢dod2 com os morfotipos 14, 26, 27, 6, 19
e 8, sendo ela menor com o morfotipo 1.

A Andlise de Componentes Principais também perpgtdicar algumas tendéncias
quanto a influéncia das variaveis (morfotipos) mgridbuicdo dos pontos (condicdes): por
exemplo no eixo 1, os pontos tiveram sua distréigssociada ao fator amostra (planta), ou
seja, a direita do eixo estdo as condi¢des refativamostra 2 e, a medida que se caminha
para o lado esquerdo, observa-se uma distribuig@ahdicdes relativas a amostra 1 (Figura
8).

O indice de Shannon-Weaver (H'; SHANNON; WEAVER 429 é aplicado com
sucesso para quantificar a diversidade, uma vesgadormulacdo leva em consideragéo o
namero de componentes distintos do sistema (riqueza propor¢cdo desses componentes
(equitabilidade). Além disso, ele expressa a ingmmit relativa de cada espécie e atribui um
maior peso a espécies raras (ODUM, 1983, 1988; WIHL972).

O indice de Shannon também assume que os indiv&fitsoletados aleatoriamente
em uma populacédo indefinidamente grande, e ques tagdaspécies estdo representadas na

amostra, sendo assim parcialmente independenterimho amostral (PIELOU, 1983).
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No entanto, uma das criticas que se tem feito@iedice consiste justamente no fato
de que o calculo da diversidade baseado na abundéativa ndo fornece uma resposta
ecologica plausivel de analises posteriores (DIZ®)4), jA que a utilizacdo de indices de
diversidade muitas vezes torna-se restrita a siesgacomparativas, ou seja, poder inferir que
a comunidade “A” é mais diversa do que a comunidB4¢MELO, 2008).

Assim, se a diversidade tende a ser mais alta guaraior o valor do indice
(URAMOTO; WALDER; ZUCCHI, 2005), é possivel afirmpara o presente estudo que a
condicdo 3, relativa aos colmos da amostra 1, dadie “RG 900", juntamente com a
condicdo 6, correspondente as folhas da amostrkaridade “RG 121", foram as mais
diversas. Em contrapartida, as condicdes menossdivéoram as de numero 1 e 4: a primeira
referente aos colmos da amostra 1, variedade “RIG, £2a ultima as folhas da amostra 1,
variedade “RG 900". Esse resultado demonstra queastra 2 foi mais diversa em termos do
namero e proporcdo de morfotipos registrados paraoadicdes relativas a essa planta.
Valores intermediarios, porém mais préximos dosred mais altos, puderam ser observados
nas condicdes 8 (folhas da amostra 2, variedade 9B®) e 2 (folhas da amostra 1,
variedade “RG 121"); enquanto valores medianos rpeigimos dos valores mais baixos
foram registrados para C5 e C7, relativas aos coblacamostra 2, variedade “RG 121", e aos
colmos da amostra 2, variedade “RG 900", respaurde. Ainda, em termos de analise
comparativa, ndo foram detectadas diferencas namierges nos valores de H' que pudessem

estar relacionadas a variedade e/ou a estrutuedalégolmos e folhas; Tabela 4).
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Tabela 4. indice de diversidade de Shannon-Weaver (H; SHANNGQVEAVER,
1949) calculado em funcdo do numero de isoladogladtpor grupo fenotipico para cada
condicdo analisada. C1 = amostra (planta) 1, vadedRG 121", colmos; C2 = amostra 1,
variedade “RG 1217, folhas; C3 = amostra 1, varikdeRG 900", colmos; C4 = amostra 1,
variedade “RG 900", folhas; C5 = amostra (plantay&iedade “RG 121", colmos; C6 =
amostra 2, variedade “RG 121", folhas; C7 = amo2treariedade “RG 900", colmos; C8 =
amostra 2, variedade “RG 900", folhas. Calculosedeslvidos através do pacote vegan
(OKSANEN et al., 2013) deoftwareR, versao 3.0.2 (2013).

Condicdo H'

C1 1,149060
C2 2,011242
C3 2,339372
C4 1,468140
C5 1,788048
C6 2,257219
C7 1,828496
C8 2,136688

Fonte: Elaborada pela autora.

Contudo, Taylor (1978) refuta a aparente limitagégsa estimativa, em apenas ser
atil como ferramenta comparativa, ndo passivelximgolacdes, ao apontar que, quando o
indice de Shannon é calculado para um determinad®m de locais, os proprios indices
irdo se enquadrar numa distribuicdo normal. Tappedade torna possivel o uso de métodos
estatisticos paramétricos, como analises de vaaiavisando comparar locais para 0s quais a
diversidade foi calculada. Recentemente, no entaatcatencédo tem se voltado para
procedimentos de reamostragem, cdoootstrape jackknife(MAGURRAN, 2004).

Assim, os resultados dos métodosbdetstrappinge permutacao aplicados par-a-par
aos indices de diversidade de Shannon obtidos gsa@to condicbes, de modo a avaliar
possiveis diferencas significativas entre as mesmpadem ser visualizados na Tabela 5.
Primeiramente, “p(eq)” refere-se a probabilidadeseléer diversidades iguais: quando maior
do que 0,05, ndo ha diferenca significativa. Apedas dois métodos ndo fornecerem
exatamente o mesmo valor para “p(eq)”, sdo resadtagproximados, e que levam a uma
interpretacdo semelhante. Do total de comparagséadas, seis foram significativas, ou seja,
os valores de H’ diferiram estatisticamente erngis gares de condi¢des avaliadas. A primeira
combinacdo significativa foi entre as condi¢cdes P,ecolmos e folhas da amostra 1,
respectivamente, variedade “RG 121”. Foi 0 Uniceocam que o método dmotstrapping

forneceu um valor significativo [Boot p(eq)= 0,03&8nquanto o método de permutacao
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forneceu um valor marginalmente significativo [Peofeq)= 0,069]. As condicdes 3 e 4,
relativas, respectivamente, aos colmos e folhaanuastra 1, variedade “RG 900", formaram
a segunda combinacdo a exibir diferenca signifiaajBoot p(eq)= 0,009; Perm p(eq)=
0,015]. Em C5 (colmos da amostra 2, variedade “RG)le C6 (folhas da mesma amostra e
variedade) também foi possivel constatar valoresi'dsignificativamente diferentes [Boot
p(eq)= 0,027; Perm p(eq)= 0,04]. Os valores sigaiivos de “p(q)” resultantes dessas trés
combinacgfes indicam que as diferencas estiveraotiagdas a estrutura vegetal (colmos e
folhas), pois a amostra (planta) e a variedade eramacteristicas comuns a ambas as
condicbes comparadas. Uma outra combinagcdo altansggmificativa foi aquela entre as
condicbes 1 e 3 [Boot p(eq)= 0,001; Perm p(eq)©2],0eferentes aos colmos da amostra 1,
porém de diferentes variedades: “RG 121" e “RG 908%5pectivamente. O que se pode
concluir a partir desse dado € que a diferencafsgtiva encontrada entre os valores de H’
pode estar relacionada a variedade, uma vez gdeasscondicdes sdo relativas a amostra
(planta) 1 e & mesma estrutura vegetal (colmosal@ do indice de Shannon da condicdo 1
também diferiu significativamente dos valores claldos para as condicbes 6 [Boot p(eq)=
0,03; Perm p(eq)= 0,033] e 8 [Boot p(eq)= 0,016nPp(eq)= 0,011]. Nesse caso, a origem
da diferenca estatistica observada pareceu egéataliaos trés fatores combinados: amostra
(planta), estrutura vegetal (colmos e folhas) eéedade, pois a condicdo 1 é relativa aos
colmos da amostra 1, variedade “RG 121", e as ¢6erdi 6 e 8 as folhas da amostra 2,
variedade “RG 900".
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Tabela 5.Valores de “p(q)” resultantes dos métodoshdetstrappinge permutacao
aplicados par-a-par aos indices de diversidade hEnr®n-Weaver (H; SHANNON;
WEAVER, 1949) obtidos para as oito condi¢cdes, dedana avaliar possiveis diferencas
significativas entre as mesmas, utilizando o pmograPAST, versao 2.17¢c (HAMMER;
HARPER; RYAN, 2001). C1 = amostra (planta) 1, vdaige “RG 121", colmos; C2 =
amostra 1, variedade “RG 121", folhas; C3 = amostreariedade “RG 900", colmos; C4 =
amostra 1, variedade “RG 900", folhas; C5 = amogplanta) 2, variedade “RG 1217,
colmos; C6 = amostra 2, variedade “RG 121", foll@8;= amostra 2, variedade “RG 9007,

colmos; C8 = amostra 2, variedade “RG 900", folhas.

Combinacdo Boot p(eq) Perm p(eq)

CIxC2* [ 0,033 0,069
C3xC4 0,000 0,01b
C5%C6 0,027 0,04
C7xC8 0,104 0,12
C3xC7 0,123 0,178
C4xC8 0,096 0,101
C1xC3 0,001 0,002
C2xC4 0,156 0,229
C1xC6 [0,03 0,033
C2xC5 0,446 0,486
C1xC8 0,016 0,011
C2xC7 0,495 0,54
C5xC8 0,115 0,15
C6xC7 0,078 0,107
C3xC5 0,142 0,206
C4xC6 0,079 0,117

* Combinac¢fes de valores muito semelhantes, quereggidtariam em diferenca estatistica,

ndo foram testadas. Em destaque, valores de p(0%. Fonte: Elaborada pela autora.

O uso de morfotipos € uma abordagem comum em eaahigrobiana para selecéo
de clones a partir de ambientes complexos visaider anedidas de diversidade e/ou o
isolamento de espécies dominantes de comunidaddsrinaas cultivaveis. No entanto, a
extensdo da variabilidade intra-morfotipo é deseoitta e pode ser subestimada quando se
trabalha com morfotipos muito comuns. Ainda assimyso de morfotipos que tenham
caracteristicas marcantes pode ser considerad@sinaegia ecologicamente relevante, além
de relativamente rapida e de baixo custo, parangétede informacéo referente a distribuicéo
espaco-temporal de algumas espécies importanteanibiente (LEBARON et al., 1998).
Isolados pertencentes ao mesmo biotipo (classchaseada em testes bioquimicos, como a

analise de FAME) podem ser agrupados em morfotipos, esse nivel de similaridade é



39

utilizado para o calculo da maior parte dos indidesdiversidade (HALDEMAN; AMY,
1993). Deste modo, os resultados obtidos pelo presestudo demonstraram que 0 uso da
morfologia de colonias € um critério de selecaodwegbara o célculo de indices ecoldgicos de
diversidade para comunidades microbianas cultigavei

Quanto aos resultados do método de coloracdo ddietede Gram (Figura 9),
predominaram as células do tipo bastonete, e derag@lo avermelhada, isto €, Gram-
negativas, estando, portanto, de acordo com asigliEss contidas emBergey’s Manual of
Sistematic Bacteriology(BRENNER; KRIEG; STALEY, 2005) para os trés gémerde
interesse deste estudo, bem como para grande gestegéneros bacterianos endofiticos

conhecidos.
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Figura 9. Citomorfologia de bactérias endofiticas coradde peétodo diferencial de
Gram e observadas em microscopia de contrastdergecial de fase Zeiss. Bastonetes
Gram-negativos (aumento de 1000 vezes) de colisoésdas a partir dos meios (ANEXOS
A-2, A-3 e A-4, respectivamente): (a) NFb, folheariedade “RG 121”7, amostra 1; (b) NFb,
colmos, variedade “RG 121", amostra 2; (c) NFbh#sl variedade “RG 900", amostra 1; (d)
JNFb, colmos, variedade “RG 121", amostra 2; (e}k}Nfolhas, variedade “RG 9007,
amostra 2; (f) LGI-P, colmos, variedade “RG 12Ihastra 1; (g) LGI-P, colmos, variedade
“RG 9007, amostra 1; e (h) LGI-P, folhas, variedd@& 900", amostra 2.
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Fonte: Elaborada pela autora.



41

Quanto a caracterizacdo genética, cinco amostrasseagaram bom perfil de
amplificacdo, conforme demonstra a Figura 10. Nargn, apds a etapa do sequenciamento,
apenas duas tiveram qualidade suficiente para seeatificadas em nivel de espécie. Foram
elas as amostras 2 e 4, que corresponderam a nespéEie Pantoea vagansenterobactéria
Gram-negativa encontrada em uma vasta gama dexplattmercialmente registrada para o
controle biolégico do “fogo bacteriano”, doenca cataca pereiras e macieiras e que tem
como agente causal a bact&ravinia amylovora(SMITS et al., 2010).

E interessante notar que ambas as amostras fo@mmnintes do mesmo meio de
cultivo, estrutura vegetal e amostra (planta): EGlfolhas, amostra (planta) 2, porém de
variedades diferentes, sendo a amostra 2 da vdedtRG 121" e a amostra 4 da variedade
“RG 900"

Figura 10. Perfil eletroforético dos isolados endofiticos &figados por Reagcdo em
Cadeia da Polimerase (PCR). Gel de agarose 1 %racdlo com brometo de etidio. (M)
Marcador molecular 100-bp DNkdder (Promega); (1) JNFb, variedade “RG 121", folhas,
amostra 2; (2) LGI-P, variedade “RG 121", folhamoatra 2; (3) LGI-P, variedade “RG
121", folhas, amostra 2, diluida 10 vezes; (4) EGkariedade “RG 900", folhas, amostra 2;
(5) NFb, variedade “RG 121", folhas, amostra 1; J6)Fb, variedade “RG 121", folhas,
amostra 1; (C+) controle positiviEscherichia coliT. Escherich; e (C-) controle negativo:
agua Milli-Q.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Os meios de cultura NFb, JNFb e LGI-P sao seletipoegm, isso nao significa que
todos os isolados obtidos neste estudo tenham epelsrigatéria e respectivamente, dos
génerosAzospirillum Herbaspirillum e Gluconacetobacte(CARDOSO et al., 2010), uma
vez que varias bactérias associativas e de vidapedem ser isoladas a partir de meios semi-
sélidos, livres de nitrogénio (KIRCHHOF et al., Z99Portanto, quanto maior o nimero de
atributos microbioldgicos utilizados, maior a reqmetatividade da classificacdo (SILVA;
MELLONI, 2011), isto €, para confirmacdo das esp®cié importante que se avalie,
concomitantemente, caracteristicas fenotipicasioldgicas e genéticas dos isolados
(CARDOSO et al., 2010).

O crescimento bacteriano em meios de cultura lidesitrogénio, em condigoes
microaerofilicas, infere a ocorréncia da capacidbeléxacao bioldgica de nitrogénio. Assim,
novos estudos sdo necessarios, visando avaliatemgi@ do indculo desses isolados de
bactérias endofiticas em plantas de interesse atabie/ou agricola (SILVA; MELLONI,
2011). Além disso, pode-se recomendar como cou@aa desta pesquisa, em trabalhos
futuros, uma analise da diversidade bacterianafgimdonao-cultivavel das plantas de arroz,
visto tratar-se de uma abordagem mais abrangentecdmgia microbiana (AMANN;
LUDWIG, SCHLEIFER, 1995).
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ANEXO A - MEIOS DE CULTURA E SOLUCOES UTILIZADAS

A-1. Solugéo salina para diluicdo (DOBEREINER; BAARI; BALDANI, 1995)

3,4gL? Fosfato de potassio monobasico @rRidy)

0,2¢gL! Sulfato de magnésio heptahidratado (MgS©@H,0)

0,1¢gL! Cloreto de sédio (NaCl)

0,02 gL Cloreto de célcio dihidratado (CaCI2H,0)

2mL Solucéo de micronutrientes

4 mL Acido Etilenodiamino Tetra-Acético de ferfBeEDTA, solucéo 1,64
%)

459 Lt Hidréxido de potassio (KOH)

pH 7,0

A-2. Meio de cultura NFb (DOBEREINER; BALDANI; BALBNI, 1995)

5,09 L* Acido malico

0,5¢gL! Fosfato de potassio dibasico,Oy)

0,2¢gL! Sulfato de magnésio heptahidratado (MgS@H,0)

0,1gL? Cloreto de sédio (NaCl)

0,02 gL Cloreto de célcio dhidratado (CaCRH,0)

2mL Solucéo de micronutrientes

2mL Azul de bromotimol (solucdo 0,5 % em 0,2 Nhigroxido de
potassio, KOH)

4 mL Acido Etilenodiamino Tetra-Acético de ferrceDTA, solucdo
1,64 %)

1mL Solucgéo de vitaminas

45¢gLt KOH

pH 6,5-6,8

1,75-1,8/15g * Agar (para meio semi-sélido/sélido)
A-3. Meio de cultura JNFb (DOBEREINER; BALDANI; BADANI, 1995)

5,09 L* Acido malico



%)

0,6 gLt
1,8 g L?
0,2gL?
0,1gL?
0,02¢gL*
2 mL

2mL

4 mL

1mL
459 Lt
pH

1,8/17 g I
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Fosfato de potassio dibasico,POy)

Fosfato de potassio monobasico @griA,)

Sulfato de magnésio heptahidratado (MgS©@H,0)

Cloreto de sédio (NaCl)

Cloreto de célcio dihidratado (CaCI2H,0)

Solucéo de micronutrientes

Azul de bromotimol (solucédo 0,5 % em 0,2 Nhildroxido de potassio,
KOH)

Acido Etilenodiamino Tetra-Acético de ferBeEDTA, solucdo 1,64

Solucéo de vitaminas

KOH

5,8

Agar (para meio semi-solido/soélido)

A-4. Meio de cultura LGI-P (DOBEREINER; BALDANI; BRDANI, 1995)

100 g L*
0,2gL?
0,6 gL*
0,2gL?
0,02¢gL*
0,002 g [*
5mL

0,01 gLt
pH
1,8/17 g I

Acucar cristal ou sacarose

Fosfato de potassio dibasico,POy)

Fosfato de potassio monobasico grRiA)

Sulfato de magnésio heptahidratado (MgS©@H,0)

Cloreto de célcio dihidratado (CaCI2H,0)

Molibdato de sédio dihidratado (BMoO, . 2H,0)

Azul de bromotimol (solug¢édo 0,5 % em 0,2 Nhildroxido de potassio,
KOH)

Cloreto férrico hexahidratado (FeClbH;O)
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Agar (para meio semi-solido/soélido)

A-5. Meio de cultura Batata sélido (DOBEREINER; BBANI; BALDANI, 1995)

200 g Lt
25¢gL?
25¢gLt

Batata
Acido malico

Acucar cristal
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2mL Solugao de micronutrientes
1mL Solugao de vitaminas
pH 6,5-7,0

15g Lt Agar

A-6. Meio de cultura Batata-P sélido (DOBEREINERSIEDANI; BALDANI, 1995)

Preparado da mesma forma que o meio Batata s@hdi@&m o acido malico e

substituido por 100 g'tde acucar cristal.

A-7. Solucdo de micronutrientes (DOBEREINER; BALDABALDANI, 1995)

0,04gL*  Sulfato ctprico hidratado (Cu$O5H,0)

1,20 gL Sulfato de zinco heptahidratado (ZnSGH:0)
1,40 g *  Acido boérico (HBOs)

1,09 Lt Molibdato de sédio dihidratado (BM0oO, . 2H,0)
1,175 g LY  Sulfato de manganés (Mn$OH,0)

A-8. Solucéo de vitaminas (DOBEREINER; BALDANI; BAIANI, 1995)

10 mg 100 m* biotina
20 mg piridoxol-HCI

A-9. Caldo Luria-Bertani (MILLER, 1972)

10g Lt Caseina enzimética hidrolisada
5¢gL? Extrato de levedura

10g Lt Cloreto de s6dio (NaCl)

pH 7,5+0,2

A-10. Solucéao de lise |

0,32 M Sacarose
10 mM Tris(Hidroximetil) Aminometano Cloridratd is-HCI) pH 7,5



5mM
1%

10 mM
400 mM
2 mM

Cloreto de magnésio (Mgl
Triton X-100

A-11. Solucéo de lise I
Tris(Hidroximetil) Aminometano Cloridrato ($-HCI) pH 8,2

Cloreto de sédio (NaCl)
Acido Etilenodiamino Tetra-Acético dissédico @EDTA)
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ANEXO B - PRODUCAO BIBLIOGRAFICA, PRODUCAO TECNICA ATIVIDADES
COMPLEMENTARES DESENVOLVIDAS NO PERIODO DA DISSERT#O DE
MESTRADO

B-1. Producéao bibliografica

GARCIA, Tais Vargas; KNAAK, Neiva; FIUZA, Lidia Mana. Microrganismos
endofitos como agentes de controle bioldgico na tuda do arroz. Artigo de revisédo
bibliografica submetido ao periddico cientifico ‘tMivos do Instituto Biologico” - estrato
Qualis: B3 (dezembro/2013).

B-2. Producao técnica

GARCIA, Tais Vargas; MACHADO, Vilmar; FIUZA, LidiaMariana.Aplicacédo de
métodos dependentes e independentes de cultivo paestudo da biodiversidade de
bactérias endofiticas enOryza sativa L. Apresentacdo de seminario relativo ao projeto de
qualificacdo de mestrado, e discussdo do mesmaagmpo de pesquisa em Mesa-Redonda
no Laboratorio de Microbiologia e Toxicologia - UNNOS (agosto/2012).

GARCIA, Tais Vargas; MACHADO, Vilmar; FIUZA, LidiaMariana.Aplicacao de
métodos dependentes de cultivo para estudo da bigdrsidade de bactérias endofiticas
em Oryza sativa L. Apresentacdo de seminario contendo os resultatosjs da dissertacao
de mestrado, e discussdo dos mesmos com 0 grugmestpisa em Mesa-Redonda no

Laboratério de Microbiologia e Toxicologia - UNISIN (maio/2013).

GARCIA, Tais Vargas; MACHADO, Vilmar; FIUZA, LidiaMariana. Bactérias
endofiticas associadas as variedades "“RG 121" e “R®G00” de Oryza sativa L.
Apresentacdo de seminario contendo os resultadasaisada dissertacdo de mestrado, e
discussdo dos mesmos com 0 grupo de pesquisa em-Réelonda no Laboratério de
Microbiologia e Toxicologia - UNISINOS (outubro/28)1

GARCIA, Tais Vargas; MACHADO, Vilmar; FIUZA, LidiaMariana. Bactérias
endofiticas associadas as variedades “RG 121" e “R@G00” de Oryza sativa L.
Apresentacdo de seminario contendo os resultadosaisada dissertacdo de mestrado em
reunido técnica de pesquisa da EEA-IRGA e do PR @ia (outubro/2013).
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B-3. Atividades complementares

Exame de proficiénciaem lingua inglesa (margco/2012).

Exame de qualificacdado projeto de dissertacdo de mestrado (julho/2012)

Estagio de docénciana disciplina “Biologia Quantitativa”, ministragela professora

Dra. Cristina Stenert - curso de graduacdo em BiaJdacharelado (2012/2).



