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Podemos facilmente perdoar  

uma criança que tem medo do escuro;  

a real tragédia da vida é quando os homens  têm medo da luz. 
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RESUMO 

 

Santos, A. C. O. S. Bactérias endofíticas associadas ao inhame (Dioscorea 

rotundata) 

 

 

Bactérias endofíticas habitam o interior de tecidos vegetais, sem causar danos 

aparentes. Desempenham funções importantes na adaptação das plantas a 

ambientes desfavoráveis e podem ser utilizados em processos biotecnológicos. 

Esse trabalho  apresenta-se como base para futuros estudos com a utilização de 

bactérias endofíticas na promoção de crescimento e no controle biológico de 

doenças de plantas de inhame. O inhame é economicamente importante para o 

Nordeste brasileiro e inovações tecnológicas precisam ser desenvolvidas e 

aplicadas à cultura para aumentar sua produtividade. Foram realizados estudos 

para determinar as densidades populacionais e a diversidade genética de 

bactérias endofíticas em diferentes tecidos de plantas de inhame cultivado no 

Recôncavo da Bahia. Os estudos demonstraram que maiores densidades de 

bactérias endofíticas totais e de bactérias do gênero Bacillus ocorrem no interior 

das raízes das plantas, seguidas de caules, folhas e rizóforos.  Análises de RAPD 

(Random Amplified Polymorphic DNA) foram conduzidas com 88 isolados de 

Bacillus endofíticos selecionados ao acaso de diversas partes das plantas. Esses 

estudos demonstraram que maior variabilidade genética foi encontrada em 

Bacillus endofíticos de raízes das plantas, seguidas de rizóforos, folhas e caules. 

Esse é o primeiro estudo sobre as bactérias endofíticas do gênero Bacillus em 

inhame. 

 

Palavras-chave: Dioscoreaceae, Densidade populacional, Diversidade genética.  

 

 

 

 

 

 



 

 

 

ABSTRACT 

 
Santos, A. C. O. S. Endophytic Bacillus associated with yam (Dioscorea 

rotundata) 

 
 

Endophytic bacteria inhabit the interior of plant tissues without causing apparent 

damage. These bacteria play important roles in the process of adaptation of plants 

to unfavorable environmental conditions and may be used in biotechnological 

processes. This study was conducted as a first step in exploiting endophytic 

bacteria in the biological control of diseases and promotion of growth in yam 

plants. This crop is economically important to the Brazilian Northeast and 

technological innovations need to be develop and applied in order to increase its 

productivity.  Studies to determine the population densities and genetic diversity of 

endophytic bacteria in yam cultivated in the Recôncavo region of Bahia State were 

conducted. These studies demonstrated that higher densities of total endophytic 

bacteria and bacteria of the genus Bacillus occur in the interior of roots, followed 

by stems, leaves, and tubers. RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) 

analysis were performed with 88 randomly selected Bacillus isolates from different 

plant parts. These studies  demonstrated that higher genetic diversity was found in 

endophytic Bacillus recovered from roots, followed by tubers, leaves and stems. 

This is the first report on endophytic Bacillus from yam.  

 

Key-words: Dioscoriaceae, genetic diversity, population densities. 
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INTRODUÇÃO 

 

 

Inhame é o nome comum dado a várias espécies de plantas do gênero 

Dioscorea, família Dioscoreaceae e aos seus rizofóros amiláceos. São herbáceas 

trepadeiras cultivadas para o consumo dos rizóforos na África, América Latina, 

Asia e Oceania. A produção mundial desse rizóforo em 2007 foi de 52 milhões de 

toneladas, dos quais a África produziu 96 %, sendo que a maioria dessa produção 

vem da África Ocidental que representa 94 %, com a Nigéria produzindo 71 %, 

equivalente a mais de 37 milhões de toneladas. O Brasil produz cerca de 230.000 

ton de inhame anualmente com área plantada de 25.000 ha, ficando em segundo 

lugar em volume produzido na América do Sul, ultrapassado apenas pela 

Colômbia com 255.000 ton/ano. Da produção brasileira de inhame, são 

exportadas 4.000 ton/ano, enquanto outros países sul-americanos destinam sua 

produção inteiramente ao mercado interno (FAO, 2007).    

 A exploração do inhame não é contemplada nas políticas agrícolas, 

apresentando carência de apoio técnico e de crédito, normalmente destinados às 

monoculturas de produtos exportáveis (PEIXOTO NETO et al., 2000; RITZINGER 

et al., 2003). Embora esta cultura se destaque pelo seu alto valor comercial, com 

forte potencial no agronegócio de exportação para Europa, especialmente, França 

e Inglaterra e para os Estados Unidos (RITZINGER et al., 2003; SANTOS 

&MACÊDO, 2006). 

 A maior dificuldade para comercialização do inhame no exterior, 

basicamente está no material de baixa qualidade sanitária e colheita precoce, 

resultando em produto inaceitável para tal demanda (PEIXOTO NETO et al., 

2000; MENDES, 2005). O aumento de pragas e doenças, assim como a  baixa 

fertilidade dos solos tem causado declínio em algumas áreas tradicionais de 

produção acarretando prejuijos ao agricultor. Dessa maneira torna-se necessário 

a busca de alternativas de solução para tais problemas. Dentre essas alternativas 

está o  uso de bactérias endofíticas no controle de pragas e doenças, que vem 

alcançando melhores resultados na produtividade de diversas culturas.  

Bacterias endofíticas são aquelas que habitam o interior de um vegetal, 

sem causar danos ao hospedeiro (AZEVEDO et al., 2000; ARAÚJO, 2001). Em 
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1926 Perotti formulou a teoria de que bactérias não patogênicas residem em 

tecidos de plantas. Historicamente, pensava-se tratar de bactérias patogênicas, 

no entanto descobriu-se que esses microrganismos apresentavam efeitos 

benéficos sobre sua planta hospedeira (DAVISON, 1988; HOFLICH et al., 1994; 

HALLMANN et al., 1997; LODEWYCKX et al., 2002), ou não apresentavam 

nenhum efeito observável (KADO, 1992).  

Entre os microrganismos endofíticos e as plantas hospedeiras ocorrem 

interações específicas, que se refletem principalmente em nível fisiológico. Com 

relação às bactérias, estas interações dependem da atividade de muitos genes, 

tanto da bactéria quanto da planta (QUISPEL, 1988). Apesar da ocorrência de 

bactérias endofíticas nas mais diversas culturas, pouco se sabe sobre sua 

identidade, diversidade e níveis populacionais nos diferentes tecidos. Assim 

sendo, estudos com microrganismos endofíticos são de grande importância devido 

à falta de informações para a elucidação da base biológica das interações 

endófitos-planta, e também por serem potencialmente vantajosos em diversos 

aspectos, como: controle biológico de pragas; controle de doenças; produção de 

metabólitos de interesse farmacológico; promoção do crescimento vegetal; vetores 

para a introdução de genes em plantas hospedeiras e fixação biológica de 

nitrogênio  (SCHULZ,2005; SELOSSE et al., 2004; STURZ et al., 2000, 

WELBAUM et al., 2004, MEGURO et al., 2004; SILVA et al., 2009).  

 Este trabalho está dividido em dois capítulos, onde o primeiro aborda  

aspectos da cultura do inhame, sua importância socioeconômica, além da 

importância do uso de microrganismos endofíticos na agricultura, principalmente 

as bactérias do gênero Bacillus. No segundo, são apresentados os resultados de 

um estudo sobre as densidades populacionais e diversidade genética de bactérias 

endofíticas do gênero Bacillus em diferentes tecidos de plantas de inhame.  
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CAPÍTULO 1 

MICRORGANISMOS ENDOFÍTICOS E A CULTURA DO INHAME 
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RESUMO 

 

Santos, A. C. O. S. Microrganismos endofíticos e a cultura do inhame 

 

O inhame é uma planta do gênero Dioscorea, composto de aproximadamente 600 

espécies, cuja ocorrência se dá principalmente na África. Na América do Sul, são 

cultivadas as espécies Dioscorea rotundata e Dioscorea cayennensis. O inhame 

apresenta importância sócio-econômica para a região Nordeste do Brasil, devido 

ao seu consumo interno e potencial de exportação. Problemas fitossanitários tem 

prejudicado a sua produtividade, necessitando de alternativas para solucioná-los. 

Uma alternativa que vem trazendo bons resultados a tais problemas é o uso de 

bactérias endofíticas que habitam o interior de tecidos de plantas sem causar 

danos aparentes. Podem promover o crescimento vegetal, conferir tolerância a 

estresses abióticos e induzir resistência a pragas e doenças. Ocupam o mesmo 

ambiente de muitos fitopatógenos, favorecendo seu uso como agentes no 

controle biológico de patógenos. O gênero Bacillus está entre os mais comumente 

isolados. Neste trabalho foi realizada uma revisão sobre o inhame, bactérias 

endofíticas e o uso do gênero Bacillus na agricultura.  

 

Palavras–Chave: Dioscorea, Bactérias endofíticas, Bacillus spp. 
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ABSTRACT 

 

Santos, A. C. O. S. Endophytic micoorganisms and the yam crop 

 

Yam is a plant of the genus Dioscorea and has approximately 600 species that 

occur  mainly in Africa. The species Dioscorea rotundata and Dioscorea 

cayennensis are cultivated in South America. Yam presents great socio-economic 

importance for the Northeast region of Brazil due to its potential for exportation 

and domestic consumption. Phytosanitary problems contribute to diminish yam 

productivity and alternative control measures should be employed. One of the 

alternatives that have been showing promising results is the use of endophytic 

bacteria. These bacteria inhabit the interior of plantas and do not cause any 

apparent damage to the host. Endophytic bacteria promote plant growth and 

provide tolerance to abiotic stresses and resistance to pests and diseases. 

Because they occupy the same niche of plant pathogens, their use in biological 

control is advantageous. Bacillus is among the genera most commonly isolated. In 

this chapter a review of yam cultivation, endophytic bacteria and the use of the 

genus Bacillus in agriculture is done. 
 

Key–words: Dioscorea, Endophytic bacteria, Bacillus spp. 
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1.0 Nomenclatura 

 

Nos estados da Paraíba e Pernambuco chama-se inhame as espécies de 

Dioscorea que produzem rizóforos grandes (Dioscorea rotundata, Dioscorea 

alata) e "cará" as espécies de Dioscorea que produzem rizóforos pequenos. Em 

algumas regiões do país também chamam erroneamente de inhame o rizoma das 

Aráceas, conhecido como "Taro". Segundo Cereda (2002), no Sul do Brasil, a 

denominação para Dioscorea como inhame era aplicada principalmente ao 

gênero Colocasia, gerando confusão entre os técnicos, produtores e até mesmo 

os consumidores. Por conta disso informações técnicas, como as estatísticas de 

produção e custo também foram invertidas.  

Assim, os nomes populares variam de acordo com o local onde é cultivado, 

sendo imprescindível conhecer o nome científico de cada espécie, conforme 

previsto no “Código Internacional de Nomenclatura Botânica” (GREUTER et al., 

1994; Princípio Vº e Art. 23), e então procurar correlacioná-lo ao nome popular. 

Botanicamente a espécie Colocasia esculenta não apresenta nenhuma 

semelhança com as espécies do gênero Dioscorea. Portanto, infere-se que a 

espécie Colocasia esculenta não é inhame nem cará, podendo receber a 

denominação de taro, por serem duas espécies completamente diferentes.  

 

 

 Inhame (Dioscorea sp.) e taro (Colocasia esculenta) 

  

O inhame é uma planta monocotiledônea, da família Dioscoreaceae, 

herbácea, trepadeira, pertencente ao gênero Dioscorea, que compreende cerca 

de 600 espécies (PURSEGLOVE, 1975; PEDRALLE, 2002), sendo as mais 

importantes por seus rizóforos comestíveis: Dioscorea cayennensis, Dioscorea 

rotundata, Dioscorea alata, Dioscorea trífida e Dioscorea esculenta. A espécie 

Dioscorea cayennensis é a mais importante na Região Nordeste. De acordo com 

Santos (1996), a planta apresenta raiz tuberosa, alongada, de cor castanho-clara; 

caule volúvel, cilíndrico, tênue, com cerca de 3 mm de diâmetro, glabro, 

esparsamente aculeado; folhas opostas e raramente alternadas, lâmina ovalada a 

sub-oblonga, com sete a nove nervuras principais, base mais ou menos 
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cordiforme com cerca de 7 cm de comprimento e 4,5 cm de largura; flores dióicas, 

dispostas em espigas masculinas solitárias, simples ou compostas. Apresenta 

rizóforos cilíndricos e de tamanho variável, geralmente de 1 a 10 kg (Figura 1). 

O taro pertence à família Araceae, cujos representantes são caracterizados 

pelo tipo de inflorescência em espádice, com as flores masculinas no ápice e as 

femininas na base. As folhas são formadas por grandes limbos aveludados, de 

formato cordiforme, com nervuras bem visíveis e salientes na face abaxial, 

pecíolo longo e carnudo. O caule é modificado em rizoma feculento, constituindo 

a parte comestível da planta e as raízes são abundantes e do tipo fasciculadas 

(SANTOS E PUIATTI, 2002), (Figura 1).  

Para contornar o problema da nomenclatura, durante o primeiro Simpósio 

Nacional sobre as Culturas do Inhame e do Cará em 2001, foram propostas e 

aprovadas, em Assembléia Geral, as denominações de Inhame para Dioscorea e 

Taro para Colocasia esculenta, uniformizando os termos brasileiros com a 

denominação internacional (PEDRALLI, 2002; CEREDA, 2002).  
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A 

           

                     

Foto: Carlos Alberto Simões do Carmo 

Figura 1: A - Rizomas de taro (Colocasia esculenta); B - Rizofóro de  inhame 

(Dioscorea sp.); C - Planta de taro (Colocasia esculenta); D - Planta de inhame 

(Dioscorea sp.) 
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1.1 Cultivo e importância sócio-econômica do inhame 

 

Os inhames (Dioscorea spp.) são cultivados em regiões quentes dos 

hemisférios e aproximadamente 95 % da produção mundial ocorre na África 

Ocidental e Central. As demais regiões produtoras situam-se nas Índias 

Ocidentais, Ásia, América do Sul e América Central.  

Das 600 espécies de inhame conhecidas, apenas seis são utilizadas como 

alimento, e Dioscorea rotundata e Dioscorea cayennensis representam as 

espécies mais cultivadas (CAZÉ FILHO, 2002).  

Em 2004, a produção global de inhame foi de quase 47 milhões de 

toneladas, 96 % da produção na África. O inhame é a segunda cultura mais 

importante na África com a produção atingindo pouco menos de um terço do nível 

da mandioca (IITA, 2006). A Nigéria, sozinha, assume 70 % do que se produz 

mundialmente, acima de 26 milhões ton/ano, com uma produtividade média de 

19.553 kg/ha. Entretanto, países como o Japão, que dispõem de maior nível 

tecnológico, chegam a alcançar uma produtividade superior a 22.000 kg/ha (FAO, 

2007). 

No cenário Sul Americano, o Brasil destaca-se como principal produtor e  a 

produção brasileira concentra-se na região Nordeste. As regiões Norte, Sul, 

Centro-Sul, Oeste e Sudeste cultivam diversas espécies do gênero Dioscorea 

com finalidades farmacológicas, não sendo usados na alimentação humana 

(MOURA 1997). O inhame é uma cultura que vem se destacando como uma 

alternativa promissora para os pequenos e médios produtores, devido ao seu 

grande potencial de exportação e consumo interno (GARRIDO, 2003b). Apresenta 

grande importância sócio-econômica para a região Nordeste do Brasil, sobretudo 

para os estados da Paraíba, Pernambuco, Alagoas, Bahia e Maranhão por 

constituir uma atividade agrícola muito promissora dada à excelente qualidade 

nutritiva e com alto valor energético (CIACCO & D'APPOLONIA, 1978; SANTOS, 

2002).  

O ciclo de vida do inhame consiste das seguintes fases: propágulo 

(sementes ou rizóforos), mudas emergentes ou plântulas, planta madura, planta 

senescente e rizóforos dormentes. Dependendo do tipo de material, genótipo, 

espécie e local de plantação, a duração do crescimento de inhame varia de 6 a 12 

meses, calculados desde o tempo de dormência dos rizóforos, até o momento da 
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senescência das folhas (ORKWOR & EKANAYAKE 1998). A colheita pode ser 

realizada aos sete meses, quando é feita a "capação", ou aos nove meses, 

quando a planta completa seu ciclo de vida. A primeira colheita é realizada com o 

objetivo de se obter rizóforos para comercialização no período de entressafra e a 

segunda para proporcionar a produção futura de rizóforos-sementes, uma vez que 

as plantas, por permanecerem no campo por mais dois meses, completam seu 

ciclo e, conseqüentemente, produzem rizóforos-sementes (SANTOS, 1996).  

O estádio de maturação é um dos fatores que influenciam decisivamente 

as características dos produtos hortícolas (ARTHEY, 1975). No inhame, a máxima 

massa seca dos rizomas é alcançada no período próximo à maturação fisiológica 

(MARTIN, 1976), tal como Brillouet et al. (1981) verificaram nas espécies 

Dioscorea dumetorum e Dioscorea rotundata. Por outro lado, o teor máximo de 

proteínas dos rizóforos de Dioscorea cayennensis, Dioscorea dumetorum e 

Dioscorea rotundata ocorre mesmo antes de sua maturação fisiológica (TRECHE 

& GUION, 1980). Na espécie Dioscorea rotundata, o maior acúmulo de amido 

ocorre aos seis meses após o plantio, havendo redução no oitavo mês. Essa 

redução é atribuída, parcialmente à diminuição da atividade fotossintética 

causada pelo amarelecimento e subseqüente abscisão das folhas (KETIKU & 

OYENUGA, 1973). 

Segundo Santos (2002), no estado da Bahia o cultivo ocorre na 

microrregião do Recôncavo, nos Municípios de Cruz das Almas, São Felipe, 

Maragogipe e São Felix. Contudo, os reduzidos investimentos em ciência e 

tecnologia têm ameaçado a posição de principal produtor do Brasil no cenário Sul 

Americano.  

 As deficiências nutricionais e aumento da incidência e severidade de 

doenças e pragas tem causado um decréscimo da produtividade do inhame 

(GARRIDO, 2003b). Mundialmente, as viroses, antracnose, nematoses e 

podridões de rizóforos são as doenças responsáveis pelas maiores perdas no 

campo e armazenamento, em cultivares suscetíveis (MOURA, 2002). A 

antracnose destaca-se como principal problema fitossanitário no cultivo de D. 

alata em diversas áreas de produção. Os nematóides, que interagem com fungos 

e bactérias, atacam os rizóforos no campo e continuam causando danos em pós-

colheita. No Nordeste brasileiro, as principais doenças são as nematoses 

(Meloidogyne spp., Pratylenchus spp. e Scutellonema bradys), podridões em 
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rizóforos (Penicillium sclerotigenum e Rhizopus oryzae) e queima das folhas 

(Curvularia eragrostidis). Estas doenças causam reduções na produtividade, 

perdas em pós-colheita e desvalorização dos rizóforos para o comércio interno e 

externo (IITA, 2006; MOURA, 1997). Além da ocorrência de pragas e doenças 

outros fatores podem ser citados como responsáveis pela baixa produtividade: (i) 

o uso de rizóforos-sementes de qualidade agronômica inferior (contaminação por 

nematóides, desuniformidade no tamanho e na maturação), (ii) manejo 

inadequado da cultura, (iii) baixa fertilidade do solo, (iv) o manejo inadequado do 

solo e da água (SANTOS, 1996). 

 O controle de doenças torna-se mais efetivo, econômico e ecológico, 

quando se utilizam diversas técnicas de forma integrada. Estudos comprovam que 

bactérias endofíticas podem aumentar a tolerância a estresses abióticos e o 

controle de outros microrganismos, além de aumentarem o crescimento e 

desenvolvimento da planta (LAZAROVITS & NOWAK, 1997; TEIXEIRA et al., 

2007).  

 

 

1.2 Bactérias endofíticas e seu uso na agricultura 

 

Endofíticos, ou endófitos, são palavras derivadas do grego endon-dentro 

e phyton-planta, que têm causado controvérsia desde a sua criação no século 

XVIII (BALDANI et al., 2002; SAIKKONEN et al., 1988). Contudo, nos últimos 20 

anos, este termo vem sendo bem aceito pela literatura (WILSON, 1995; 

SAIKKONEN et al., 1988). Assim, endófitos são todos os microrganismos capazes 

de colonizar, em alguma fase do seu ciclo de vida, tecidos vegetais, sem 

causarem danos à planta hospedeira (PETRINI, 1991) ou de forma mais prática, 

microrganismos isolados de tecidos vegetais desinfestados superficialmente ou 

isolados de partes internas das plantas (HALLMANN et al., 1997), e que não 

causam danos ao seu hospedeiro. Mais recentemente foram definidos como 

sendo todo microrganismo capaz de colonizar internamente os tecidos da planta 

hospedeira, sem causar danos aparentes (AZEVEDO et al., 2000).  

As interações endofíticos-plantas ainda não são muito bem 

compreendidas, mas podem ser simbióticas, neutras e antagônicas. Nas 

interações simbióticas, os microrganismos produzem ou induzem a produção de 
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metabólitos primários e secundários que podem conferir diversas vantagens às 

plantas tais como: a diminuição da herbivoria, o aumento da tolerância a 

estresses abióticos e o controle de outros microrganismos (PEREIRA 1993; 

ARAÚJO, 1996; RODRIGUES & DIAS FILHO, 1996). Em alguns casos, eles 

também podem acelerar o desenvolvimento da muda e promover o 

estabelecimento da planta sobre diversas condições (CHANWAY, 1997; BENT & 

CHANWAY 1998). Com o acúmulo de informações a respeito da interação 

planta/endófitos e os resultados promissores observados, tem sido verificada uma 

atenção especial ao estudo de bactérias endofíticas como promotoras de 

crescimento vegetal (HALLMANN et al., 1997; BENT & CHANWAY, 1998) e como 

agentes de controle biológico de doenças (HALLMANN et al., 1997; M’PIGA et al., 

1997). Assim sendo, ultimamente, tem-se investido muito em pesquisas, para 

disponibilizar fontes alternativas de nutrientes às plantas, e em metodologias 

alternativas de controle de patógenos, com enfoque no uso de microrganismos 

endofíticos (KUSS et al., 2007; BARROSO & NAHAS, 2008; RYAN et al., 2008; 

LUCON et al., 2009). Da mesma forma que fitopatógenos, as bactérias endofíticas 

apresentam a capacidade de penetrar na planta e se disseminar de forma 

sistêmica no hospedeiro, habitando de forma ativa o apoplasto, vasos condutores 

e, ocasionalmente, pode haver colonização intracelular (KLOEPPER, 1996; 

HALLMANN et al., 1997;  MAHAFFEE et al., 1997).  

Bactérias endofíticas ocupam nicho ecológico semelhante àquele 

ocupado por fitopatógenos, favorecendo-as como agentes de controle biológico 

de doenças (FAHEY et al., 1991; HALLMANN et  al., 1997; KUNOH, 2002; 

COOMBS et al., 2004). Assumpção 2009, em estudos com bactérias endofiticas 

em sementes de soja verificou eficiência no controle no crescimento de fungos 

fitopatogênicos.  Este controle pode ocorrer principalmente devido à atuação 

direta sobre o patógeno no interior da planta hospedeira (PAN et al., 1997), por 

produção de compostos antimicrobianos (PLEBAN et al., 1995; MARCON, 2002; 

KUNOH, 2002; TAECHOWISAN et al., 2003), indução de resistência sistêmica 

(KRISHNAMURTHY & GNANAMANICKAM, 1997; LODEWYCKX et al., 2002), 

competição por nutrientes (MARI et al., 1996) ou produção de enzimas (quitinases 

ou celulases) que degradam a parede celular de fungos patogênicos (PLEBAN et 

al., 1997; DOWNING & THOMSON, 2000; EL-TARABILY, 2003).   
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A origem, forma de penetração, colonização e transmissão de bactérias 

endofíticas são muito discutidas. Elas podem ser provenientes de sementes, da 

rizosfera, do filoplano e de material propagado vegetativamente (MCINROY & 

KLOEPPER, 1995a; HALLMANN et al., 1997; REINHOLD-HUREK & HUREK, 

1998). A sua penetração pode ocorrer pelos estômatos, ferimentos, áreas de 

emergência laterais das raízes e podem produzir enzimas hidrolíticas capazes de 

degradar a parede celular dos vegetais, sendo este um possível mecanismo de 

penetração (QUADT-HALLMANN et al., 1997; SHISHIDO et al., 1999; 

MCCULLY, 2001). Após a sua entrada, podem se estabelecer em tecidos 

específicos ou colonizar sistêmicamente a planta hospedeira (HUREK et al., 

1994; QUADT-HALMANN et al., 1997).  

Bactérias endofíticas têm sido isoladas de raiz, nódulos, caule, folhas e 

frutos em uma extensa variedade de plantas, incluindo muitas de interesse 

agrícola, tais como, cana de açúcar (CAVALCANTE & DOBEREINER, 1998), 

milho (FISHER et al., 1994; MCINROY & KLOEPPER, 1995b; ARAÚJO et al., 

2000), videira (BELL et al., 1995), algodão (QUADT-HALLMANN et al., 1997), 

arroz (STOLZFUS et al., 1997), batata (REITER et al., 2002), entre outras.  

O fato dessas bactérias serem capazes de colonizar os tecidos internos 

das plantas confere vantagens sobre outros microrganismos por poderem 

sobreviver em um ambiente mais uniforme onde são menos afetadas pela 

temperatura, potencial osmótico e radiação ultravioleta (LODEWYCKX et al., 

2002).  Segundo Misaghi e Donndelinger (1990), as bactérias endofíticas 

possuem uma intima relação com seus hospedeiros por meio de processos 

coevolutivos e podem ter influência na fisiologia das plantas por mecanismos 

ainda não completamente esclarecidos. Além disso, sua habilidade de sobreviver 

dentro de tecidos vegetais com pouca ou nenhuma competição microbiana, faz 

delas candidatas potenciais a aplicações biotecnológicas.  

Além de serem benéficas no controle de pragas e doenças (CHEN et al., 

1995), vários são os exemplos da aplicação de bactérias endofíticas na produção 

agrícola como: aumento na produção por meio da produção de fitormônios; 

promoção do desenvolvimento e da proliferação das raízes (MEHNAZ et al., 

2001); fixação do nitrogênio (SILVA et al., 2009); maior resistência das plantas a 

condições de estresse (BENSALIM et al., 1998) e na biorremediação de áreas 

poluídas (NEWMAN & REYNOLDS, 2005).  
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Ambientalmente, o uso de bactérias endofíticas especificas é é preferível 

ao uso de pesticidas, não somente devido ao menor custo, mas por contribuir com 

um sistema agrícola sustentável. ZINNIEL et al. (2002) sugeriram que as 

bactérias endofíticas poderão ser utilizadas futuramente como produtoras de 

enzimas degradativas, para controlarem certas doenças de plantas ou decompor 

produtos úteis. No início dos anos 80, Webber (1981) foi um dos primeiros 

pesquisadores a relatar a importância dessas bactérias na proteção de plantas 

contra doenças. Posteriormente, outros benefícios foram descobertos. Pillay e 

Nowak (1997) e Sturtz (2000), afirmam que os efeitos na promoção de 

crescimento de babata, incluem aumentos na altura, na biomassa da parte aérea, 

do caule e da raiz e na formação de pêlos radiculares e foliares da planta, na 

lignificação de vasos do xilema e na produção de tubérculos. Taghavi et al. (2009) 

encontraram efeitos benéficos aumentando a produção de biomassa em árvores 

de álamo (Populus spp.) utilizando bactérias endofiticas. Sugeriu-se a utilização 

de bactérias endofíticas para aumentar ativamente a fitorremediação de 

contaminantes orgânicos por degradarem compostos poluentes que são 

translocados através da planta (LODEWYCKX et al., 2002). 

Atualmente, diversas espécies de plantas tem sua microbiota endofítica 

estudada e os gêneros mais comumente isolados incluem: Pseudomonas, 

Erwinia, Bacillus, Burkholderia, Xanthomonas e Enterobacter (HALLMANN et al., 

1997). Estudos têm mostrado que pelo menos 15 gêneros de bactérias são 

capazes de controlar doenças fúngicas ou bacterianas; destes, Bacillus e 

Pseudomonas têm mostrado maior potencial para o controle efetivo de doenças 

(REDMAN et al., 1999; POCASANGRE et al., 2000; TUNALI et al., 2000). 

Bactérias do gênero Bacillus foram isoladas de raiz, caule e folha de 

mandioca (TEIXEIRA, 2004), de plantas de citrus cultivadas no estado de São 

Paulo e Minas Gerais (ARAÚJO et al., 2002), de raízes de beterraba açucareira 

(JACOBS et al., 1985), de raízes, caule e flores de plantas de algodão (MISAGHI 

& DONNDELINGER, 1990; MONNERAT et al., 2003), hastes de milho (McINROY 

E KLOEPPER, 1995a), de raiz e caule de café (NUNES, 2004), entre outros. 

Assim sendo, os estudos aqui realizados enfocam no gênero Bacillus spp., o qual 

tem apresentado várias aplicações em diversas culturas, porém, nada referente 

ao inhame. 
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1.3 Aplicações de bactérias endofíticas do gênero Bacillus  

 

Bactérias do gênero Bacillus são Gram-positivas e podem ser aeróbias, 

facultativas ou anaeróbias. São resistentes ao calor, ao frio, bem como a 

condições extremas de pH, a pesticidas, fertilizantes, podendo ser estocadas por 

longos períodos (KLOEPPER et al., 1997). Essas bactérias podem oxidar uma 

ampla faixa de compostos orgânicos e em alguns casos são fermentativas. A 

maioria delas tem exigências nutricionais simples, requerendo no máximo alguns 

aminoácidos ou vitaminas B como fatores de crescimento. Bacillus formam 

endósporos – característica que as coloca entre os esporulados – e apresentam a 

habilidade de produzir antibióticos (FREITAS & PIZZINATTO, 1997). A formação 

de endósporos aumenta a resistência aos fatores adversos. Dessa forma, podem 

ser armazenados, como inoculantes, por um período mais longo. 

Há mais de 191 espécies e 4 subespécies descritas no gênero Bacillus, 

das quais muitas possuem características semelhantes a Bacillus anthracis. 

Entretanto, a grande maioria são saprófitos e não patogênicos para os animais 

(MELO, 1998). Esse gênero tem sido encontrado como colonizador de xilema e 

outros órgãos das plantas e compreende um grupo heterogêneo de bactérias 

quimiorganotróficas (AZEVEDO, 1988). 

No âmbito da agricultura existem diversos produtos comerciais tendo, como 

ingrediente ativo, espécies do gênero Bacillus, como exemplo, Bacillus 

thuringiensis (DIPEL, Abbot Co. USA), Bacillus sphaericus (BIOBAC, ICI, 

Alemanha) e Bacillus subtilis (KODIAK, Gustafson Inc., USA). Estes produtos têm 

sido utilizados com fins de controle biológico, em vários países do mundo. Vários 

trabalhos têm destacado o Bacillus subtilis como eficiente antagonista, 

principalmente de fungos fitopatogênicos no solo e no filoplano (MCKEEN et al., 

1986; BETTIOL & KIMATI, 1990; ARAÚJO et al., 2005; DOMENECH et al., 2004).  

  Bacillus  thuringiensis tem sido a espécie de maior importância no controle 

de pragas agrícolas. É uma bactéria que caracteriza-se pela produção de corpos 

paraesporais, denominados cristais (BROBOWSKY et al., 2003) que são 

formados por diferentes polipeptídios, conhecidos como proteínas Cry, com 

atividade inseticida a diversas ordens de insetos, além de nematóides, 

protozoários e ácaros (GILL et al., 2003; CAPALBO et al., 2005). As espécies de 

Bacillus citadas podem ser utilizadas no controle natural de pragas das lavouras, 
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uma vez que são entomopatógenos com propriedades inseticidas, tornando-se 

um método alternativo ao uso de inseticidas químicos.  

No Brasil, os meios de cultura de Bacillus thuringiensis var. thuringiensis 

(Bt) e Bacillus thuringiensis var. israelensis (Bti) mostraram-se muito tóxicos aos 

diferentes estádios do nematóide-do-cisto (Heterodera glycines Ichinohe,1952), 

um dos patógenos mais prejudiciais a soja (SHARMA & NOWAK, 1998). 

Segundo Sharma (1998), Bt e Bti controlaram significativamente M. incognita em 

cevada, em condições de casa de vegetação. Oka et al., (1993) relatou atividade 

nematicida do B. cereus sobre ovos e juvenis, e a exposição de M. javanica a 

essa bactéria no solo inibiu a penetração do nematóide nas raízes de tomateiro. 

Segundo Zuckerman & DICKLOW (1993), o isolado CR-371 de B. thuringiensis, 

apresentou controle sobre nematóides fitoparasitas. Tomateiro e pimentão 

tratados com CR-371 apresentaram redução no número de galhas nas raízes por 

M. incognita em relação a plantas não tratadas. Em casa-de-vegetação, os 

mesmos autores observaram que plantas de morango tratados com CR-371 

apresentavam pequenas populações de Pratylenchus penetrans. 

Na Índia, Siddiqui e Mahmood (1993) relataram que B. subtilis reduziu o 

número de galhas nas raízes e a multiplicação do nematóide M. incognita raça 3 

em grão-de-bico, resultando num aumento no crescimento das plantas. Na 

Nigeria, B. Subtilis também apresentou forte efeito inibitório a fungos causadores 

da deteriorização pós-colheita em inhame (OKIGBO, 2004). Na tabela 1 

encontram-se algumas espécies de Bacillus endofíticos com potencial para 

controlar agentes fitopatogenicos. 
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Tabela 01. Bactérias endofíticas do gênero Bacillus isoladas de tecidos vegetais sadios, 
com potencial para o controle biológico de doenças fúngicas e bacterianas* 

Fonte: Araújo (2000). 

 

Além de todas as aplicações já citadas, bactérias do gênero Bacillus são 

também estudadas como produtoras de potentes antibióticos, como Bacillus 

colistinus, produtor da colistina; Bacillus brevis, produtor da tirotricina; Bacillus 

licheniniformis, produtor da gramicidinas; Bacillus polymycia, produtor da 

apolimixina, e outros (PILEGGI, 2006).  

Nesse trabalho buscou-se revisar a importância de se estudar 

microrganismos endofíticos de plantas. Baseou-se na utilização de bactérias 

endofíticas e suas diversas aplicações na agricultura, buscando enfatizar  o uso 

do gênero Bacillus spp., o qual tem sido isolado de várias culturas como milho, 

arroz, mandioca, feijão, dentre outras.  São muitas as suas aplicações buscando 

melhorias de produção, mas até o momento, não existe na literatura científica 

relatos abordando Bacillus endofíticos em inhame. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Endofítico Patógeno Hospedeiro 

Bacillus spp. Verticillium dahliae Acer sp. 

Bacillus alcalophilus Erwinia carotovora var. atroseptica Batata 

Bacillus 
amyloliquefaciens 

Botrytis cinerea e E. carotovora var. atroseptica Batata e pêra 

B. cereus R. solani; Sclerotium rolfsii Algodão e feijão 

B. pumilus 

Botrytis cinerea; Colletotrichum orbiculare; 

Pepino, pêra, tomate, algodão, 
feijão 

Erwinia tracheiphila; Fusarium oxysporum; 

Pseudomonas syringae pv. lacrymans; R. 

solani; Sclerotinia rolfsii 

B. subtilis 

Colletotrichum orbiculare; Cryphonectria 

Algodão, feijão, pepino, castanha, 
poncã 

parasitica; E. tracheiphila; Phoma 

tracheiphila P. syringae pv. lacrymans; 

Pythium ultimum; R. solani; S. rolfsii 
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CAPÍTULO 2  

DENSIDADE POPULACIONAL E DIVERSIDADE DE Bacillus spp. 

ENDOFÍTICOS ASSOCIADOS AO INHAME (Dioscorea rotundata) 

_______________________________________________________ 
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RESUMO 

 

Santos, A. C. O. S. Densidade populacional e diversidade genética de 

Bacillus spp. endofíticos associados ao inhame (Dioscorea rotundata) 

 

 

O agronegócio internacional do inhame tem apresentado um aumento expressivo, 

contribuindo para a expansão de áreas cultivadas. Apesar disso, a severidade de 

pragas e doenças e o baixo nível tecnológico empregado contribuem para a baixa 

produtividade dessa lavoura. Esses aspectos tornam necessárias buscas por 

alternativas tecnológicas para o aumento da produção. Uma dessas alternativas é 

o uso de bactérias endofíticas para a promoção de crescimento e controle de 

pragas e doenças. Esse trabalho teve como objetivo estudar a densidade 

populacional e a diversidade genética de bactérias endofíticas do gênero Bacillus 

em diferentes tecidos das plantas de inhame. As densidades populacionais de 

bactérias totais e Bacillus spp. foram determinadas por meio de diluições seriadas 

e plaqueamento em meio TSA e em meio semi-seletivo para Bacillus, 

respectivamente. As densidades populacionais de bactérias totais variaram de  2 

X 103 a 1,5 X 107 enquanto que as de Bacillus spp. variaram de 6,0 X 101 a 1,8 X 

104. Foram obtidos aleatoriamente, 88 isolados de Bacillus para estudos de 

diversidade, sendo 48 de folhas, 28 de rizóforos, 11 de raízes e 1 de caule. 

Estudos de RAPD  (Random Amplified Polymorphic DNA) permitiram o 

agrupamento dos isolados em 28 grupos genéticos: 10 de raízes, 15 de rizóforos, 

1 de caule e 2 de folhas. Esse estudo representa o primeiro relato sobre a 

densidade e diversidade de Bacillus em diferentes tecidos de plantas de inhame e 

constitui-se no primeiro passo para a exploração desses microrganismos em 

aplicações tecnológicas para o cultivo de inhame.  

 

Palavras-chave: Diversidade genética, Bacillus spp., Dioscorea rotundata, RAPD. 
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ABSTRACT 

 

Santos, A. C. O. S. Population densities and genetic diversity of endophtic 

Bacillus spp. associated with yam (Dioscorea rotundata) 

 

 

The yam  international agribusiness has shown a significant increase, contributing 

to the expansion of cultivated areas. Nevertheless, the occurrence of pests and 

diseases and low technological level employed contribute to the low productivity of 

this crop. These aspects make the search for technological alternatives to  

increase production necessary. One alternative is the use of endophytic bacteria 

to promote growth and control pests and diseases. This work aimed to study the 

population density and genetic diversity of endophytic bacteria of yam. Population 

densities of total endophytic bacteria and Bacillus spp. were determined by serial 

dilutions and plating onto TSA and semi-selective medium for Bacillus, 

respectively. Population densities of total endophytic bacteria ranged from 2 X 103 

to 1.5 X 107 while Bacillus populations ranged from 6.0 X 101 to 1.8 X 104. Eighty-

eight randomly selected Bacillus isolates were used for studies of diversity, with 48 

from leaves, 28 from roots, 11 from tubers, one from stem. RAPD (Random 

Amplified Polymorphic DNA) analysis allowed the grouping of isolates into 28 

genetic groups: 10 among the root isolates, 15 from tubers, 1 from stem and 2 

from leaves. This study represents the first report on the density and diversity of 

Bacillus spp. in yam and constitutes the first step towards the exploitation of these 

microorganisms in technological applications for yam cultivation. 

 

Key-words: Genetic diversity,  Bacillus spp., Dioscorea rotundata, RAPD. 
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INTRODUÇÃO 

 

Os microrganismos apresentam uma grande diversidade genética e 

desempenham funções cruciais na manutenção dos ecossistemas, como 

componentes fundamentais de cadeias alimentares (MYERS, 1996). Apesar de 

sua importância, o número de grupos microbianos conhecidos e descritos 

representa apenas uma pequena fração da diversidade microbiana encontrada na 

natureza (PACE, 1997). Este fato se deve em parte aos métodos de isolamento e 

identificação usados, pois até recentemente, para identificação de uma espécie 

bacteriana era necessário obter uma cultura pura e, nesta identificação utilizavam-

se características morfológicas, fisiológicas e bioquímicas. 

 Atualmente um maior número de organismos tem sido identificado e tantos 

outros reclassificados pelo uso de técnicas de identificação e classificação 

molecular, muitas delas permitindo a identificação de organismos não cultiváveis 

(KIRCHOFF et al., 1996; UEDA et al., 1995).  

Dentre os microrganismos associados a plantas, encontram-se as bactérias 

endofíticas. Essas bactérias ocorrem em muitas, se não em todas as plantas 

cultiváveis, e sua diversidade tem sido amplamente relatada nos últimos anos. 

Bactérias endofíticas colonizam os espaços intercelulares dos tecidos vegetais, 

sem causar danos externos visíveis (AZEVEDO et al., 2000). A teoria de que 

bactérias não patogênicas residem em tecidos de plantas foi formulada por Perotti 

em 1926 (HALLMANN et al., 1997). Porém, estudos sobre a colonização de 

tecidos internos de plantas sadias por bactérias datam de 1870, com os trabalhos 

de Pasteur e outros pesquisadores (HOLLIS, 1951). Os primeiros relatos 

consideraram as bactérias endofíticas como contaminantes resultantes da 

desinfestação superficial incompleta ou como patógenos fracamente virulentos 

(HOLLIS, 1951). Historicamente, pensava-se tratar de bactérias patogênicas, no 

entanto descobriu-se que esses microrganismos apresentavam efeitos benéficos 

sobre a planta hospedeira (DAVISON, 1988; HALLMANN et al., 1997; HOFLICH 

et al., 1994; LODEWYCKX et al., 2002), ou não apresentavam nenhum efeito 

observável (KADO, 1992).  
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Pesquisas demonstraram que bactérias endofíticas podem promover o 

crescimento das plantas e reduzir os sintomas de doenças causadas por diversos 

patógenos (HALLMANN et al., 1997). Os efeitos na promoção de crescimento 

incluem aumentos na altura, na biomassa da parte aérea, do caule e da raiz e na 

formação de pêlos radiculares e foliares da planta, na lignificação de vasos do 

xilema e na produção de tubérculos em batata (PILLAY & NOWAK, 1997; 

STURTZ, 2000). Os principais mecanismos pelos quais as bactérias endofíticas 

promovem o crescimento de plantas são a fixação de nitrogênio (BODDEY & 

DOBEREINER, 1995) e o controle biológico de fitopatógenos, seja este pelo 

antagonismo direto à microflora deletéria ou pela indução de resistência sistêmica 

(HALLMANN et al., 1997). As bactérias endofíticas podem também promover o 

crescimento de plantas pela produção de hormônios vegetais ou de substâncias 

análogas (ARSHAD & FRANKENBERGER, 1991). 

O nicho ecológico ocupado pelas bactérias endofíticas favorece o controle 

biológico de patógenos e pragas. Metabólitos produzidos por essas bactérias  

inibem ou matam uma variedade de agentes causadores de doenças e pragas de 

plantas sendo eficientes agentes de biocontrole de diversos patógenos, tanto de 

origem fúngica quanto bacteriana (HALLMANN et al., 1997; BENHAMOU et al., 

2000; SESSITSCH et al., 2004; STROBEL, 2006). Nos tecidos internos da planta 

essas bactérias podem teoricamente, competir por nutrientes e espaço com os 

patógenos, bem como produzir substâncias tóxicas a estes organismos ou ainda, 

induzir a planta a desenvolver resistência às doenças (M'PIGA et al., 1997).  
Existe um grande interesse na utilização de microrganismos endofíticos 

como ferramentas na promoção de crescimento de plantas e no biocontrole de 

fitopatógenos. Esse interesse se dá pela necessidade de buscar alternativas 

viáveis ao uso de agroquímicos e a sua utilização indiscriminada que levam a 

contaminação ambiental, dos alimentos, dos consumidores, e a seleção de  de 

populações resistentes a patógenos e aos produtos químicos.  

Como um primeiro passo no uso racional de bactérias endofíticas em 

culturas de interesse agrícola no Recôncavo da Bahia, objetivou-se nesse 

trabalho, estudar as densidades populacionais e a diversidade de bactérias do 

gênero Bacillus em diferentes tecidos de plantas de inhame de cultivos 

comerciais. Deu-se ênfase às bactérias do gênero Bacillus por essas serem 
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frequentemente relatadas como agentes de controle biológico de diversas culturas 

de importância econômica (MUSSON, 1994; AZEVEDO, 2000; BARRETTI, 2001). 

 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

Coleta do material vegetal e isolamento de bactérias endofíticas  

 

 As coletas foram realizadas na região do Batatã, abrangendo os Municípios 

de Cruz das Almas, Maragogipe e São Felipe, áreas consideradas importantes na 

produção de inhame no estado da Bahia. As plantas coletadas foram mantidas 

em caixas térmicas e transportadas para o laboratório de microbiologia agrícola 

da Universidade Federal do Recôncavo da Bahia. Utilizou-se um total de 13 

plantas. As quais foram medidas e separadas em raiz, rizóforo, caule e folhas, 

sendo lavadas em água corrente e preparadas para processamento. De cada 

uma dessas partes foram pesados 1 g, sendo que de rizóforos foram retiradas 

amostras às profundidades de 0-1 cm, 1-3 cm e mais que 3 cm a partir da casca, 

e de caules as amostras foram retiradas de 50 e 100 cm a partir do colo das 

plantas. As amostras foram desinfestadas superficialmente por imersão em álcool 

70 % por 1 min seguido por imersão em hipoclorito de sódio 1 % por 1 min e 

lavagem em água destilada esterilizada por três vezes. A eficiência do processo 

de desinfestação foi confirmada por meio do plaqueamento de uma alíquota de 

100 µL da água utilizada na última lavagem. Utilizou-se apenas as amostras que 

não apresentaram nenhuma contaminação nessa fase. 

 Após a desinfestação superficial o material foi macerado em almofariz de 

porcelana contendo 9 mL de solução salina (NaCl   0,85 %) estéril. Após esse 

procedimento fez-se a diluição seriada, onde alíquotas de 1 mL foram adicionadas 

em tubos de ensaio contendo 9 mL da solução salina estéril até se obter a 

diluição 10-5. De cada diluição foram retiradas alíquotas de 100 µL, semeadas em 

placas de Petri com auxílio de uma alça de Drigalsky contendo os meios TSA 

(Trypticase Soy Agar), composto por 5 g de Peptona; 15 g de Triptona; 15 g de 

NaCl; 15 g de ágar e água destilada para 1 L e meio semi seletivo  para Bacillus, 
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composto por 1,3 g de (NH4)2SO4; 0,37 g de KH2PO4; 0,25 g de MgSO4.7H2O; 

0,07 g de  CaCl2.2H2O; 0,02 g de FeCl3; 1 g de glicose; 1 g de extrato de  

levedura e 15 g de ágar e água destilada para 1 L, para o semeio de bactérias 

endofíticas  totais e Bacillus spp., respectivamente. Antes do semeio de Bacillus 

spp., os tubos das diluições seriadas, após terem sido utilizadas para 

plaqueamento em meio TSA, passaram por um choque térmico em banho-maria a 

80 ºC por 10 min (SNEATH, 1986). Foram feitas três repetições para cada 

diluição e as placas foram incubadas em temperatura ambiente e as unidades 

formadoras de colônias (UFC) determinadas 48 h após o semeio.Os resultados 

são apresentados em UFC/g de peso seco. Colônias representativas das 

diluições em meio semi-seletivo para Bacillus foram repicadas para placas de 

Petri e preservadas em glicerol 20 % a -20 ºC para estudos subsequentes.  

 

 

Extração de DNA Genômico 

 

 Os isolados preservados foram cultivados em meio semi seletivo para 

Bacillus spp. e incubados a temperatura ambiente por 24 h. Duas colônias foram 

transferidas para microtubos tipo Eppendorff de 1,5 mL esterilizados contendo 

200 μL de solução tampão de lise celular (NaOH 0,05 M, SDS a 0,25 %). Os 

microtubos foram aquecidos em banho seco a 100 ºC por 20 min. Em seguida, os 

tubos contendo as amostras foram centrifugados a 10.000  rpm  por  3  min  em  

microcentrífuga e o sobrenadante foi diluído 20 vezes em água MilliQ autoclavada 

e conservados a –20 ºC para as reações de PCR. 

 

 

PCR para determinação de Bacillus spp. 

 

 Para determinar se os isolados selecionados em meio seletivo eram 

Bacillus foi realizada uma reação da polimerase em cadeia utilizando um par de 

primers específicos para Bacillus spp. - B-K1/F 5’ TCA CCA AGG CRA CGA TGC 

G  e  B-K1/R 5’ CGT ATT CAC CGC GGC ATG (WU et al., 2006). Esses primers 

produzem em reações positivas um fragmento de 1114 pb. As reações de 
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amplificação foram feitas em um volume final total de 25 µL, contendo 10 mM de 

tampão da Taq pH (8,3), 2 mM de MgCl2, 200 mM de cada dNTP, 40 pmol de 

cada primer, 1 U da Taq polimerase e 3,0 μL de DNA. As condições de 

termociclagem foram às seguintes: desnaturação inicial a 94 °C por 3 min, 

seguidos de 25 ciclos iniciais com temperatura de 94 °C por 3 min, 64 °C por 3 

min, 72 °C por 2 min com extensão final de 72 °C por 10 min. O produto 

amplificado foi visualizado através de eletroforese em gel de agarose a 1%, 70 V 

por 30 min. Foi utilizado um marcador de 100 pb. Em seguida foi realizada a 

fotodocumentação do gel. 

 

 

Diversidade genética por meio de RAPD 

 

 As reações de amplificação foram feitas em um volume total de 15 µL, 

contendo 10 mM de tampão da Taq pH (8,3), 2 mM MgCl2, 200 mM de cada 

dNTP (Promega), 40 pmol de primer (Operon Technologies), 1 U de Taq 

polimerase e 1,8 μL de DNA. Os primers decâmeros: D7 (TTGGCACGGG), M12 

(GGGACGTTGG) e M13(GGTGGTCAAG) foram utilizados neste trabalho para 

obtenção dos marcadores RAPD.  Esses primers foram selecionados por 

produzirem um distinto e consistente padrão de bandas em bactérias (KEEL et al., 

1990). As amplificações foram efetuadas em termociclador PTC-100 (MJ 

Research) com as seguintes condições de termociclagem: 94 ºC por 2 min, 

seguidos de 40 ciclos de 94 ºC por 15 s, anelamento de primers a 35 ºC por 30 s 

e extensão a 72 °C por 90 s. Após os 40 ciclos, foi feita uma etapa de extensão 

final de 7 min a 72 ºC. Após o período de amplificação, foram adicionados a cada 

amostra 1µL de corante de corrida (azul de bromofenol 0, 25 % e glicerol 30 % 

em água MilliQ). Essas amostras foram aplicadas em gel de agarose (2%) 

contendo brometo de etídio (10 mg/ml) submerso em tampão TAE (Tris-Acetato 

90 mM e EDTA 1 mM). O DNA ladder de 100 pb foi utilizado como marcador de 

peso molecular. A separação eletroforética foi de 3 h a 80 V.  Ao término da 

corrida, os géis foram fotografados em transiluminador de UV e 

fotodocumentados. A presença ou ausência de bandas geradas pela análise de 

RAPD foram convertidas em uma matriz de dados binários (1 para presença e 0 

para ausência de um particular tamanho de banda no gel), que foi usada para 
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calcular o coeficiente de similaridade de Jaccard. As análises de agrupamento 

com o método Neighbor-joining e análise de bootstrap com 1000 reamostragens 

foram realizadas com o programa FreeTree (HAMPL et al., 2001). O dendograma 

foi editado e visualizado no TreeView (PAGE, 1996).  

 

 

 

RESULTADOS 

 

 

Densidade populacional de bactérias endofíticas em inhame 

 

As densidades de bactérias endofíticas totais e de bactérias do gênero 

Bacillus foram estudads em diferentes tecidos vegetais de plantas de inhame de 

cultivos comerciais pelo plaqueamento em meio semi-seletivo. As maiores 

densidades populacionais de bactérias totais foram encontradas em raízes, 

seguidas de caules, folhas e rizóforos (Tabela 1). As densidades populacionais 

em raízes (1,5 x107 UFC.g-1) foram 7500 X maiores que as densidades 

encontradas em profundidades maiores que  3 cm a partir da casca dos rizóforos 

(0,0002 x 107 UFC.g-1), que corresponderam às menores densidades observadas. 

As densidades encontradas no caule de plantas de inhame foram maiores quando 

as amostras foram coletadas a 50 cm a partir do colo da planta e 1,5 X menos 

bactérias totais foram encontradas quando as amostras foram coletadas 100 cm a 

partir do colo das plantas. Amostras de folhas tiveram densidades intermediárias, 

com 2 X menos bactérias que amostras de caule coletadas 50 cm a partir do colo 

e 0,25 X mais bactérias que amostras de rizóforos coletados de 0-1 cm da casca. 

Quanto mais próximas da casca, maiores foram as densidades de bactérias totais 

em rizóforos. Amostras de rizóforos coletadas a profundidades de 0-1 cm, 

apresentaram densidades 200 X maiores que amostras coletadas a 

profundidades de 1-3 cm e essas foram 2 X maiores que as densidades 

encontradas em profundidades superiores a 3 cm a partir da casca.  

As maiores densidades de bactérias do gênero Bacillus spp., á semelhança 

do que ocorreu para bactérias totais, ocorreram nas raízes, seguidas de caule, 
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folhas e rizóforos (Tabela 1). Em nenhuma das amostras foram recuperados 

isolados do gênero Bacillus em tecidos  de caule coletados a 100 cm do colo das 

plantas (Tabela 1). A diferença entre a maior (raízes) e a menor densidade 

(rizóforos a partir de 3 cm da casca) foi de 300 X. Amostras de caule coletadas a 

50 cm do colo apresentaram densidades 2,3 X menores que amostras de folhas. 

Os rizóforos apresentaram populações decrescentes de Bacillus a partir da casca 

(Tabela 1). De modo geral, as densidades de Bacillus variaram menos que as 

densidades de bactérias totais. 

 
 
Tabela 1 - Populações de bactérias totais e de Bacillus spp. observadas em raízes, 
caules, folhas e rizóforos de inhame cultivados em solos do Recôncavo Baiano. 

Parte vegetal1 Bactérias Totais 
(UFC.g-1) 

Bacillus spp. 
 (UFC.g-1) 

Bacillus  
(%) 

Raíz 1 x 107 2 x 104 0,12 

Caule (50 cm) 3x 105 9x 102 0,26 

Caule (10 cm) 2 x 105 0 0,00 

Folha 1x 105 4x 102 0,32 

Rizóforo (0-1 cm) 4 x 105 3x 102 0,05 

Rizóforo (1-3 cm)  4 x 103 1 x 102 3,02 

Rizóforo (>3 cm) 2 x 103 6x 101 3,62 

1 As densidades populacionais em cada parte vegetal são resultantes de 13 repetições e 
as densidades são apresentadas por grama de peso seco.  

 
 
As bactérias do gênero Bacillus representaram, em média, 1 % das 

bactérias endofíticas totais de diferentes partes de plantas de inhame. As maiores 

porcentagens de Bacillus foram encontradas em rizóforos com profundidades 

maiores que 3 cm (3,62 %), seguido de rizóforos com profundidades 1-3 cm   

(3,02 %),  folhas (0,32 %), caules a 50 cm (0,26 %), raiz (0,1 %) e rizóforo com 

profundidades 0-1 cm (0,05 %).  
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Diversidade genética de Bacillus spp. endofíticos de inhame 
 
 
Confirmação do gênero Bacillus  

 
 Dentre os 88 isolados selecionados ao acaso para o estudo de diversidade 

genética, todos foram amplificados por uma reação de PCR específico para o 

gênero Bacillus (Figura 1). Visto que esses isolados foram obtidos por 

plaqueamento em meio semi-seletivo, observa-se que houve uma boa 

correspondência entre o método de isolamento utilizado e a identidade dos 

isolados.  

 
 

 
 

Figura 1. Foto representativa para alguns isolados do produto específico de 1114-

pb obtido para isolados do gênero Bacillus de inhame  (M) marcador de peso 

molecular de 100 pb.    

 

 

 

 

 

 

 



 

 

29 

Análise da diversidade de Bacillus por PCR-RAPD 
 

Para o estudo de diversidade genética por meio de RAPD foram utilizados 

3 primers decâmeros e 88 isolados de Bacillus endofíticos obtidos de inhame. A 

amplificação do DNA com os 3 primers gerou um total de 85 bandas, sendo 34 

dessas polimórficas. Por meio do agrupamento utilizando-se o método de 

Neighbor-Joining e coeficiente de Jaccard, foram obtidos 28 grupos RAPD (Figura 

2). Dentre esses isolados, 11 foram obtidos de raízes, 28 de rizóforos, 1 de caules 

e 48 de folhas. Apesar do maior número de isolados ter sido obtido de folhas, 

esses órgãos apresentaram uma baixa diversidade genética, com apenas 2 

grupos RAPD, seguidos de caule, de onde obteve-se apenas 1 isolado. A maior 

diversidade genética foi encontrada em raízes e rizóforos, com 10 e 15 grupos 

RAPD, respectivamente (Figura 2).  
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Figura 2. Dendograma de isolados do gênero Bacillus spp. de inhame baseado 

em marcadores RAPD. Os coeficientes de similaridade de Jaccard foram 

agrupados por meio do método Neighbor-Joining. Os grupos finais foram 

definidos com base em 100 % de similaridade. A análise de bootstrap foi feita 

com base em 1000 repetições e os valores iguais ou maiores que 70 % são 

mostrados. A escala indica 10 % de similaridade.   

       0,1             
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De maneira geral, os isolados de raiz agruparam-se com similaridades 

entre 60 e 100 %, enquanto que os isolados de rizóforos agruparam-se com 

similaridades variando entre 45 e 100 % (Dados não apresentados). Verifica-se 

também que, se considerada a razão entre o número de grupos e o número de 

isolados analisados, as raízes apresentam uma maior diversidade que os 

rizóforos.  

 

 

 

DISCUSSÃO 

 

Neste trabalho estudaram-se as densidades populacionais e a diversidade 

genética de bactérias endofíticas do gênero Bacillus em diferentes tecidos de 

inhame. Estudos semelhantes para essa cultura não foram encontrados na 

literatura cientifica.  

Em termos quantitativos, populações endofíticas nativas de bactérias totais 

encontradas em diferentes espécies plantas oscilaram entre 104 e 106 UFC/g de 

matéria fresca de raiz e caule de algodão e milho-doce; 6,0 X 103 e 4,0 X 104 

UFC/g de tecido de xilema em alfafa; 1,0 X 102 e 7,0 X 102 UFC/g de tecido de 

xilema em galhos de citros; 103 e 106 UFC/g de raiz de beterraba-açucareira; e 

103 e 105 UFC/g de raiz de mudas de  pinus (JACOBS et al., 1985; McINROY e 

KLOEPPER, 1995a; SHISHIDO et al., 1999). Os resultados aqui encontrados com 

inhame para bactérias endofíticas totais foram semelhantes, variando de 2 X 103 

a 1,5 X 107 (Tabela 1). Por outro lado, populações endofíticas nativas de Bacillus 

spp. parecem não ter sido avaliadas em trabalhos científicos até o momento, 

embora inoculações de plantas de milho com Bacillus endofíticos tenham 

mostrado níveis de colonização variando de 1,6 X 105 a 3,8 X 105 (RHITU et al., 

2007).  

O fato de se ter encontrado maiores densidades de bactérias totais e 

Bacillus spp. nas raízes das plantas deveu-se, provavelmente, a migração dessas 

bactérias do solo para as raízes. Estudos anteriores relataram maiores 

populações de bactérias na raiz que em qualquer outra parte da planta 
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(SUBRAHMNYAM et al., 1983; KLOEPPER et al., 1989; LAMB et al., 1996;). 

Isolados com maior habilidade na utilização de exsudatos radiculares possuem 

vantagem competitiva na colonização de raízes (SILVA et al. 2003; QUEIROZ et 

al., 2006). Talvez a atração das bactérias para o interior das plantas também 

dependa da habilidade de utilização de exsudatos radiculares, mas não existem 

dados sobre o papel dos exsudatos em colonização endofítica.  

As densidades de bactérias totais e de Bacillus spp. observadas em 

rizóforos foram as menores (Tabela 1). Curiosamente, as proporções de Bacillus 

em relação a bactérias totais foram inversamente proporcionais no interior desses 

órgãos. Futuros estudos deverão ser conduzidos para a elucidação dessa 

questão. 

Com exceção dos rizóforos, as populações de bactérias totais e de Bacillus 

spp. foram maiores nos órgãos das plantas mais próximos do solo, pois essas 

bactérias endofíticas provavelmente originaram-se no solo, como sugerido 

anteriormente.  

Alguns autores têm comparado a comunidade bacteriana interna e externa 

de plantas de algodão (HALLMANN et al., 1997) e batata (STURZ, 2000) e, quase 

todas as bactérias endofíticas, também foram encontradas na rizósfera. Por outro 

lado, no presente estudo, observou-se que os isolados dos diferentes órgãos de 

plantas de inhame tenderam a agrupar-se. Além disso, nenhum isolado de 

qualquer dos órgãos das plantas foi obtido em outro órgão (Figura 2). Isso indica 

que existe uma preferência de colonização dos diferentes órgãos das plantas por 

isolados específicos de Bacillus. Os isolados de folhas formaram dois grupos 

relacionados a isolados de raízes, enquanto que os isolados de rizóforos e raízes 

tenderam a formar grupos separados, porém alguns dos isolados de rizóforos 

agruparam-se com os de raízes. Alguns autores demonstraram a influência do 

genótipo do hospedeiro na colonização de raízes ou outras partes de plantas por 

bactérias endofíticas ou da rizosfera (SMITH et al., 1999; ADAMS & KLOEPPER, 

2002). Nesse trabalho observou-se que existem genótipos de bactérias 

específicos nas diferentes partes de plantas de inhame.   

Bactérias endofíticas podem conferir ao seu hospedeiro características 

como maior tolerância a condições de estresse, alterações nas condições 

fisiológicas, suprimento de nitrogênio e produção de reguladores de crescimento 

vegetal, e aumento da resistência contra patógenos e pragas (HALLMANN et al., 
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1997; BENT & CHANWAY, 1998; MARCON, 2002; TAECHOWISAN et al., 2003). 

Além disso, há relatos de bactérias endofíticas capazes de degradar poluentes 

em ambientes contaminados (NEWMAN & REYNOLDS, 2005; HALLMANN et al., 

1997; KUNOH, 2002; COOMBS et al., 2004; M’PIGA et al., 1997).  

Em conclusão, esse estudo mostrou que bactérias endofíticas de inhame 

ocorrem em todos os órgãos das plantas e que as maiores densidades foram 

encontradas nas raízes, tanto de bactérias totais quanto de Bacillus. Os estudos 

de RAPD mostraram que isolados do gênero Bacillus diferem nas diferentes 

partes de plantas de inhame.  

 
 
 
 

CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 O presente trabalho é o primeiro a analisar a densidade populacional e a 

diversidade genética de bactérias endofíticas em inhame. O trabalho constitui-se 

no primeiro passo para a realização de futuros estudos utilizando bactérias do 

gênero Bacillus para promoção de crescimento e controle de patógenos do 

inhame, como fungos e nematóides. Os próximos estudos deverão também tratar 

da identificação dos isolados por métodos moleculares e a determinação da 

atividade dos isolados selecionados quanto a sua capacidade de promover 

crescimento e controlar doenças do inhame. 
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