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RESUMO 

 

Os micro-organismos endofíticos, incluem principalmente fungos e bactérias que vivem no 

interior das plantas, habitando de modo geral suas partes aéreas, como folhas e caules, sem 

causar aparentemente nenhum dano a seus hospedeiros. As lectinas são proteínas ou 

glicoproteínas capazes de aglutinar glicoconjugados, encontradas em diferentes tipos de 

organismos, entre estes as bactérias endofíticas. O objetivo do trabalho foi isolar bactérias 

endofíticas dos tecidos (folhas, raízes, raízes de absorção, caules, ramos primários e ramos 

secundários) das plantas de mandioca Manihot esculenta Crantz, Euphorbiaceae, bem como a 

lectina presente nas folhas, avaliando suas atividades antimicrobianas e interação lectina/micro-

organismos. Para o estudo das bactérias endofíticas foram utilizadas duas cultivares de 

mandioca, Recife e Engana Ladrão. Fragmentos dos tecidos oriundos de diferentes órgãos das 

plantas e, também amostras de solo da rizosfera foram inoculados em diferentes meios de 

cultivo. Não foram observadas diferenças significativas entre os meios de culturas utilizados na 

quantidade de bactérias isoladas. No entanto, a frequência de bactérias foi maior nas raízes e 

menor nos ramos secundários das duas cultivares analisadas. A identificação utilizando 

sequenciamento parcial da região 16s do DNA ribossomal mostrou que a população de bactérias 

encontradas nas duas cultivares de mandioca apresentou grande diversidade. De maneira geral, 

as duas cultivares mostraram colonização por bactérias endofíticas dos gêneros 

Curtobacterium, Pseudomonas, Enterobacter, Kosakonia, Rhizobium, Pantoea, Cronobacter, 

Bacillus, Microbacterium e Stenotrophomonas. O gênero Pseudomonas mostrou-se mais o 

representativo para as duas cultivares de mandioca. Avaliando-se a atividade antimicrobiana 

das bactérias testadas das duas cultivares selecionadas contra os fungos patogênicos L. 

theobromae, N. parvum, F. aesculi e C. dianesei foram detectados um grande número de 

isolados com atividade antifúngica em cultivo pareado, com potencial para aplicação no 

controle biológico de fungos causadores de podridões em frutos.  A partir da maceração de 

folhas da cultivar Recife, a lectina foi extraída e purificada utilizando o método de extração em 

tampão fosfato e precipitação em solução saturada de sulfato de amônio. A máxima atividade 

hemaglutinante da lectina de M. esculenta foi detectada contra eritrócitos de coelho e com a 

levedura Saccharomyces cerevisae sendo inibida com o carboidrato manose. O pico retido (PII) 

proveniente da coluna de afinidade agarose-manose mostrou elevada atividade específica da 

lectina (MesLL) na cultivar testada e, apresentou em SDS-PAGE massa molecular aparente de 

64 kDa. Nos testes de atividade antimicrobiana, a fração purificada MesLL não inibiu o 

desenvolvimento das bactérias patogênicas utilizadas no experimento. Por outro lado, a fração 



MesLL promoveu aglutinação visível dos isolados de bactérias endofíticas obtidas neste estudo. 

Conclui-se que as plantas de mandioca possuem bactérias endofíticas e lectinas com potencial 

uso no controle microbiano e, tipagem e identificação de células. 

  

Palavras-chave: Manihot esculenta; Endofíticos; Lectina; Atividade antimicrobiana; 

Aglutinação; Manose. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

Native and cultivated plants may be the source of microorganisms and metabolites of 

biotechnological interest. Endophytic microorganisms, include fungi and bacteria that live 

inside plants tissues, generally inhabiting roots, stems and leaves, without apparent damage to 

their hosts. The lectins are proteins or glycoproteins capable of agglutinating glycoconjugates 

found in different types of organisms, among these endophytic bacteria. The objective of this 

work was to isolate endophytic bacteria from cassava (Manihot esculenta Crantz, 

Euphorbiaceae) plants, as well to purify and partially characterize lectin present in the leaves, 

evaluating the antimicrobial metabolites produced by bacterial isolates and 

lectin/microorganism interaction. Tissues macerates from different plant organs of two cultivars 

of cassava, Recife and Engana Ladrão, and the suspensions of soil samples from rhizosphere, 

were inoculated in different growth media. No significant differences were observed between 

the culture media used in the number of bacteria isolated. There was no difference also among 

cassava cultivars, but the frequency of bacteria was higher in the roots and smaller in the 

secondary branches. Bacterial identification, using partial sequencing of the 16s region of the 

ribossomal DNA, showed large diversity of the bacterial population. In general, the two 

cultivars showed colonization by endophytic bacteria of the genera Curtobacterium, 

Pseudomonas, Enterobacter, Kosakonia, Rhizobium, Pantoea, Cronobacter, Bacillus, 

Microbacterium and Stenotrophomonas. The genus Pseudomonas was the more representative 

to both cassava cultivars. Antimicrobial activity of bacterial isolates was tested against the fungi 

Lasiodiplodia theobromae, Neofusicoccum parvum, Fusicoccum aesculli and Colletotrichum 

dianesei. Although in varying frequency, it was detected a large number of isolates able to 

produce inhibition halos in the paired cultivation assay. Lectin of M. esculenta leaves was 

extracted using maceration in phosphate buffer and precipitation in saturated solution of 

ammonium sulphate, followed by affinity chromatography. Hemagglutinating activity of the 

lectin was higher against rabbit erythrocytes and it was inhibited with the carbohydrate 

mannose. The active fraction retained in the agarose-mannose affinity column showed high 

lectin-specific activity (MesLL), with apparent molecular weight of 64 kDa verified in SDS-

PAGE. In the tests of antimicrobial activity, the purified MesLL fraction did not inhibit the 

development of the pathogenic bacteria used in the experiment. On the other hand, the MesLL 

fraction promoted visible agglutination of the isolates of endophytic bacteria obtained in this 

study. It is concluded that the cassava plants have endophytic bacteria and lectins with potential 

use in microbial control and, typing and identification of cells. 



Key words: Manihot esculenta; Endophytic; Lectin; Antimicrobial activity; Agglutination; 

Mannose. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Os micro-organismos constituem uma das maiores fontes de recursos naturais e valor 

biotecnológico, principalmente os endófitos que vivem em habitats específicos. Endófitos são 

micróbios que habitam o interior das plantas, sendo encontrados em órgãos e tecidos vegetais, 

a comunidade endofítica é constituída principalmente por fungos e bactérias. 

A presença de bactérias endofíticas tem sido associada à promoção do crescimento e 

defesa de várias culturas. O acúmulo de informações sobre essa interação planta-endofítico tem 

tido uma atenção especial, uma vez que, algumas espécies de micro-organismos endofíticos são 

produtoras de fármacos, como por exemplo, antitumorais e antibióticos, além do seu importante 

papel no controle biológico de doenças bacterianas e fúngicas na planta. 

A cultura da mandioca tem importância econômica, social e cultural significativa no 

Brasil. A cultura é a base econômica de milhares de pequenas propriedades e proporciona 

segurança alimentar de milhões de brasileiros, principalmente na região Norte e Nordeste, visto 

que o aproveitamento da planta é total.  

O uso de variedades de mandioca melhoradas e adaptadas às condições edafoclimáticas 

locais é um dos meios para se promover melhoria do sistema de produção da cultura, aumentar 

o rendimento da mandioca e diminuir possíveis intoxicações por cianoglicosídeos. 

Outro grupo associado à defesa vegetal são as lectinas, que constituem um grupo 

heterogêneo de proteínas, de origem não imunológica, com distribuição ubíqua na natureza. 

Podem conter dois ou mais sítios de ligação reversível e específica a carboidratos, podendo 

resultar na aglutinação de células animais e/ou vegetais e na precipitação de polissacarídeos, 

glicoproteínas ou glicolipídeos 

As lectinas pelas suas atividades biológicas muito exploradas têm sido isoladas de uma 

diversidade de microrganismos, animais e plantas.  

Esse estudo detectou a produção de substâncias antimicrobianas por bactérias 

endofíticas e, em conjunto com extração da lectina de mandioca (Manihot esculenta Crantz) 

propiciou o entendimento das interações entre planta e micro-organismos, favorecendo uma 

melhor compreensão do processo endossimbiótico, como também encontrou correlação entre a 

lectina e as bactérias endofíticas das folhas de mandioca. 

 

1.1 OBJETIVOS 
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1.1.1  Objetivo Geral 

Isolar bactérias endofíticas dos tecidos de duas plantas de mandioca (M. esculenta 

Crantz), bem como a lectina presente nas folhas, avaliando suas atividades antimicrobianas e 

interação lectina/micro-organismos. 

 

1.1.2 Objetivos Específicos 

 

a) Realizar uma revisão bibliográfica sobre a cultura da mandioca; 

b) Isolar bactérias endofíticas dos tecidos das plantas de mandioca; 

c) Caracterizar morfologicamente e fenotipicamente as bactérias; 

d) Verificar a diversidade de bactérias endofíticas em plantas de mandioca; 

e) Identificar a nível molecular os isolados bacterianos; 

f) Determinar a atividade antimicrobiana dos micro-organismos isolados; 

g) Purificar a lectina presente nas folhas de mandioca; 

h) Determinar a especificidade da lectina frente a diferentes carboidratos; 

i) Caracterizar as propriedades físico-químicas da lectina; 

j) Estimar a massa molecular aparente da lectina por SDS-PAGE; 

k) Verificar a especificidade da lectina com diferentes eritrócitos; 

l)  Verificar a especificidade da lectina com diferentes estirpes de leveduras; 

m) Investigar a presença de atividade antimicrobiana da lectina frente a micro-

organismos patógenos; 

n) Verificar interação lectina/bactérias endofíticas das folhas de mandioca. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 MANDIOCA 

 

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) é cultivada mundialmente nas regiões do 

trópico e sub-trópico, podendo se adaptar a diversas condições ambientais e tipos de solo. No 

Brasil, a cultura da mandioca tem importância econômica, social e cultural significativa.  

A cultura é a base econômica de milhares de pequenas propriedades e proporciona 

segurança alimentar de milhões de brasileiros (SILVA; FERREIRA FILHO, 2007), 

principalmente na região Norte e Nordeste, visto que o aproveitamento da planta é total.  

Ao longo dos anos, os trabalhos de melhoramento genético têm sido fomentados com os acessos 

que compõem os Bancos Ativos de Germoplasma (BAG), permitindo dessa forma atender às 

demandas de variedades para a agroindústria, a alimentação humana e a nutrição animal na 

região (VIEIRA et al., 2008). 

.O uso de variedades de mandioca melhoradas e adaptadas às condições edafoclimáticas 

locais é um dos meios para se promover melhoria do sistema de produção da cultura (NASSAR, 

2000), aumentar o rendimento da mandioca, diminuir possíveis intoxicações por 

cianoglicosídeos e resistência da planta contra pragas e doenças. 

 

2.2 BACTÉRIAS ENDOFÍTICAS  

 

Os micro-organismos endofíticos são aqueles que são conhecidos por colonizarem as 

estruturas internas (tecidos) de plantas sem ocasionarem danos. Ocorrem em todas as partes das 

plantas como: folhas, flores, frutos, caule e raízes, e estas são uma das principais portas de 

entrada desses organismos (AZEVEDO, 1998; MOREIRA; SIQUEIRA, 2005; PEIXOTO 

NETO et al., 2002). 

É registrada a ocorrência de bactérias endofíticas em plantas de, algodão ( Gossypium L.) 

(MONNERAT et al., 2003), planta medicinal erva-baleeira (Cordia verbenacea) (BRAGA e 

ESPESSOTO, 2008), banana (Musa ssp.) (SOUZA et al., 2013), milho (Zea mays) (PISARSKA e 

PIETR, 2015), feijão (Phaseolus vulgaris) (COSTA el al., 2012). Com base em estudos com a cultura 

da mandioca várias bactérias associadas foram isoladas e identificadas (TEIXEIRA et al., 2005; 

TEIXEIRA et al., 2007). Em plantas de sorgo foram detectadas as bactérias endofíticas dos 

gêneros Synechococcus e Pantoea (RAMMOND et al., 2013). 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Gossypium
https://pt.wikipedia.org/wiki/Carolus_Linnaeus
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 Weyens et al. (2013) isolaram uma diversidade de bactérias endófiticas de plantas de 

Salgueiro planta resistente a metais pesados e, observaram que a ocorrências dessas bactérias 

nos órgãos isolados variavam, os gêneros mais comumente encontrados foram: Paenibacillus, 

Caulobacter, Bacillus, Pseudomonas, Pantoea e Rizobium.   

 A diversidade de bactérias diazotróficas endofíticas associadas a plantas de milho foi 

avaliada por meio da extração do DNA ambiental da comunidade bacteriana, amplificação, 

clonagem e seqüenciamento do gene nifH, os resultados mostram um grande número de gêneros 

de bactérias, como, Alcaligenes, Azoarcus, Azohydromonas, Azomonas, Azonexus,  

Azospirillum, Azotobacter, Bradyrhizobium, Burkholderia, Dechloromonas, Delftia, 

Herbaspirillum, Ideonella, Klebsiella, Methylosinus, Pelomonas, Pseudomonas, Raoultella, 

Rhodobacter, Rhodovulum, Sinorhizobium e Xanthobacter (ROESCH et al., 2007).   

 As bactérias endofíticas associadas as plantas desempenham ações benéficas para a 

manutenção e desenvolvimento do hopedeiro. Os estudos de identificação estão sendo 

realizados através de ferramentas descritivas (caracterização morfológicas, fenotípicas e 

culturais) e moleculares que concretizam o resgistro do endofítico isolado (LACAVA et al., 

2006; ROESCH et al., 2007; RAMOND et al., 2013). 

 A obtenção de substâncias de interesse econômico, como enzimas, antibióticos e outros 

fármacos, a partir de micro-organismos endofíticos, tem sido frequentemente relatada na 

literatura científica. Em bactérias os gêneros Bacillus e Pseudomonas são considerados agentes 

de biocontrole de doenças de plantas, o que demonstra o seu grande potencial para utilização 

na agricultura (TEIXEIRA et al., 2007). 

 Pesquisas recentes têm sido conduzidas com linhagens de Bacillus, Methylobacterium, 

Microbacterium que são capazes de produzir Ácido Indol Acético (AIA) e compostos 

relacionados (ASSUMPÇÃO et al., 2009), potencializando o crescimento das plantas. Outras 

bactérias do gênero Burkholderia, Curtobacterium e Pantoea têm sido avaliadas quanto à 

promoção de crescimento vegetal (SANTOS; VARAVALLO, 2011). 

 Muitos dos compostos naturais que possuem alto valor agregado e produzidos em 

pequeníssimas quantidades pelas plantas podem ter seus genes principais da rota metabólica 

chave estudados nos microrganismos endofíticos produtores do composto. É uma tarefa muito 

mais fácil tendo em vista a menor complexidade genômica desses organismos, que abre 

excelentes perspectivas para a utilização da engenharia genética visando promover o aumento 

da produção desses compostos ou manipulações visando à obtenção de antitumorais mais 

eficientes e de menor toxidez (PEIXOTO NETO et al., 2002).  
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 Com o auxílio da engenharia genética, novas formas de controle biológico vêm sendo 

desenvolvidas a partir de bactérias endofíticas. A introdução de genes exógenos nestas bactérias 

possibilita a aquisição de novas características utilizadas no controle de doenças e 

pragas. Antibióticos e outros metabólitos produzidos por endofíticos podem ser usados para 

controle de doenças de plantas. 

 O controle de pragas por bactérias endofíticas é uma alternativa que contribui para a 

diminuição ou total redução de agroquímicos utilizados na agricultura (AZEVEDO et al., 

1998).  

 Braga e Espessoto (2008) testaram o efeito de bactérias endofíticas isoladas da planta 

medicinal Erva-baleeira na habilidade de inibir o crescimento dos patógenos humanos 

Staphylococcus aureus, Escherichia coli enteropatogênica, Micrococcus luteus, Candida 

albicans, Proteus mirabilis, Bacillus subtilis, Shigella e Salmonella., e detectaram que 15 das 

bactérias endofiticas apresentaram atividade antimicrobiana para todos os patógenos testados. 

  Duas linhagens de bactérias endofíticas isoladas de Echinodorus scaber (chapéu de 

couro), identificadas como Bacillus sp e Bacillus subitilis inibiram os fungos patogênicos 

Colletotrichum lindemunthianum, C. gloeosporioides, Corynespora cassiicula, Fusarium 

solani, Microsporum canis. As duas linhagens quando inoculadas em grãos de soja, inibiram 

aproximadamente 100% do desenvolvimento de fungos sobre esses grãos (SOUZA et al., 

2015). 

 Shiomi et al., (2015), testando a eficácia de nove isolados de bactérias endofíticas no 

biocontrole da mancha foliar de Exserohilum turcicum, pela microbiolização das sementes e da 

parte aérea do milho verificou que Bacillus subtilis, Bacillus lentimorbus, Streptomyces sp. e 

Bacillus agaradhaerens se destacaram dos demais, quando aplicados na parte aérea, em todos 

os intervalos testados, porém quando as bactérias foram aplicadas nas sementes, Bacillus 

lentimorbus, Streptomyces sp., Ewingella americana e Xanthomonas axonopodis foram os mais 

eficientes. 

 A bactéria endofítica do gênero Bacillus oferece novas perspectivas de controle de 

Plutella xylostella. Em testes realizados para caracterização e toxidez dessas bactérias foi 

possível observar que sete isolados causaram 100% de mortalidade e foram semelhantes à 

estirpe padrão utilizada, B. thuringiensis subsp. kurstaki (MEDEIROS et al., 2005). Em 

trabalhos desenvolvidos por Ootani et al. (2011) com Bacillus thuringiensis isolado do solo, foi 

verificado toxidez para larvas de Aedes aegypti com mortalidade superior a 90% por esta 

bactéria. Esse resultado é importante, pois mostra potencialidades para produção de 

bioinseticidas eficiente contra esse inseto. 



21 

 

 

2.3 LECTINAS  

 

Os primeiros relatos sobre as lectinas datam o ano de 1889 quando Stilmark isolou uma 

proteína tóxica a partir de Ricinus communis, denominada ricina, capaz de aglutinar eritrócitos 

humanos e de animais (SHARON; LIS, 2004). 

As lectinas constituem um grupo heterogêneo de proteínas, de origem não imunológica, 

com distribuição ubíqua na natureza. Podem conter dois ou mais sítios de ligação reversível e 

específica a carboidratos, podendo resultar na aglutinação de células animais, microbianas e na 

precipitação de polissacarídeos, glicoproteínas ou glicolipídeos (CHEVREUIL et al., 2009; 

DIMITRIJEVIC et al., 2010; PAIVA et al., 2011). 

As lectinas pelas suas atividades biológicas muito exploradas têm sido isoladas de uma 

diversidade de micro-organismos, animais e plantas (COELHO; SILVA, 2000; KILPATRICK, 

2002; MELO et al., 2004; SILVA, 2008; LIMA et al., 2010; SILVA et al., 2012; ZUO et al., 

2012). Grande parte das lectinas de vegetais são frequentemente isoladas de sementes, 

principalmente das leguminosas (FERNANDES et al., 2011), nas sementes encontra-se em 

maior proporção os nutrientes necessários para o desenvolvimento da nova planta. 

Segundo Peumans e Van Damme (1995), a maioria das proteínas que estão envolvidas 

no mecanismo de defesa das plantas precisam apresentar estabilidade a variações de 

temperatura e pH, como também resistir a uma grande diversidade de enzimas proteolíticas. 

A ampla distribuição reflete uma multiplicidade de funções biológicas, que estão 

relacionadas à sua habilidade de reconhecer carboidratos e glicoconjugados na superfície 

celular. O estudo de suas propriedades biológicas tem sugerido importantes aplicações 

biotecnológicas, dentre estas aplicações, destaca-se a identificação de receptores de membrana 

e a detecção de estruturas características de neoplasias (LIS; SHARON, 1998). 

As lectinas têm sido previamente classificadas tanto no domínio de reconhecimento a 

carboidratos, como também na base de sua especificidade a grupos sanguíneos e 

subseqüentemente no potencial com o qual um monossacarídeo inibe sua aglutinação e 

atividade precipitante de glicoconjugados. Devido à especificidade de interação das lectinas a 

glicoconjugados em solução ou na superfície celular essas moléculas apresentam diversas 

aplicações biotecnológicas (CORREIA et al., 2008). 

De acordo com sua especificidade de ligação a carboidratos as lectinas estão subdivididas 

em cinco grupos: D-manose/D-glucose, D-galactose/N-acetilgalactosamina, N-

acetilglucosamina, L-fucose, e ácido siálico (GOLDSTEIN; WINTER; PORETZ, 1997). 

Portanto, dependendo da especificidade, a lectina irá ligar-se seletivamente a um destes 
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açúcares acima que são componentes típicos de superfícies de células eucarióticas (LIS; 

SHARON, 1998).  

Com base no açúcar específico as lectinas podem ser isoladas em matrizes 

cromatográficas que purificaram a lectina. A cromatografia de afinidade é um método que 

depende essencialmente da interação entre a molécula a ser purificada e uma fase sólida que 

permita a separação de contaminantes (COELHO et al., 2012). 

A aplicação de lectinas é ampla, em muitos relatados comprovam o efeito significativo 

para o desenvolvimento de produtos. A atividade antibacteriana foi constatada por Carvalho et 

al., (2012), utilizando a lectina extraída do soro do peixe tambaqui Colossoma macropomum. 

Gomes et al., (2012), descreveu o efeito positivo das lectinas de leguminosas (DRL ConBr e 

DvioL, extraídas respectivamente de Dioclea violacea, D. rostrata e Canavalia brasiliensis) 

com atividade antifúngica, contra leveduras isoladas da secreção vaginal.  

Santos et al.(2012) testaram a lectina extraída de sementes de Moringa oleífera Lamarck 

(WSMoL) e verificaram atividade ovicida, tornando a lectina uma forte candidata no controle 

integrado de Aedes aegypti. Ferreira et al. (2011) trabalhando com a mesma lectina (WSMoL) 

observaram que a mesma possui potencial como biocoagulante natural para água turva, 

reduzindo turbidez, sólidos em suspensão e contaminação bacteriana. Napoleão et al. (2011) 

também encontraram atividade larvicida para a lectina das folhas de Myracrodruon urundeuva 

(MuLL), indicando que a lectina pode se tornar um novo agente larvicida biodegradável para o 

controle da dengue, a atividade larvicida de MuLL pode estar ligada à sua resistência à 

proteólise por enzimas digestivas larvais e interferência na atividade catalítica dessas enzimas. 

 Lectinas de plantas são utilizadas como sondas na histoquímica para caracterizar vários 

tipos de células em estágios de diferenciação e maturação de câncer. Nunes et al. (2012) 

comprovaram que a lectina isolada do veneno de Bothrops leucurus (BlL) exibiu atividade 

citotóxica contra todas as linhagens de células tumorais testadas via indução da fosfatidilserina, 

externalização e despolarização mitocondrial, indicando morte celular por apoptose. Em 

trabalhos com atividades antineoplásicas Zuo et al. (2012) constataram que a lectina isolada 

dos bulbos Pinellia ternata apresentou capacidade para inibir neoplasmas.  

 Pereira et al. (2012), utilizando a isolectina (Cramoll 1,4) como componente de hidrogel 

para tratamento de queimaduras de segundo grau, observaram aceleração na granulação, 

reepitelização e retração de ferida, demonstrando assim o potencial uso da lectina no tratamento 

de queimaduras térmicas. 
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Resumo 

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) é uma planta heliófila, perene, arbustiva, pertencente 

à família das Euforbiáceas, com origem de domesticação na América do Sul.  A parte mais 

importante da planta são as raízes tuberosas, ricas em amido, que são utilizadas na alimentação 

humana e animal ou como matéria-prima para diversas indústrias. A parte aérea também é 

utilizada na alimentação animal e humana pelo seu conteúdo em proteínas, carboidratos, 

minerais e vitaminas. A mandioca, além da grande inserção na região semiárida nordestina é 

uma planta que se dispõe a diversas formas de processamento, favorecendo a segurança 

alimentar das famílias e do rebanho, até com elevação do nível econômico de algumas unidades 

de processamento. É uma planta cianogênica, isto é, contém compostos ciânicos, comumente 

chamados de cianoglicosídeos, e também enzimas capazes de degradar esses compostos e 

liberar ácido cianídrico (HCN). O uso das variedades de mandioca é conhecido em todas as 

regiões do Brasil, tanto para a indústria (extração de fécula, polvilho, etc.), quanto para mesa 

(cozida ou no preparo das mais variadas receitas doces e salgadas). A mandioca, que se 

caracteriza pela rusticidade, elevada capacidade de se adaptar a longos períodos de estiagem, 

diversidade genética, resistência a doenças e tolerância a pragas, apresenta boas possibilidades 

de cultivo consorciado com inúmeras outras plantas. 

 

Palavras-chave: mandioca, Manihot esculenta, ácido cianídrico. 
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1. Origem e distribuição  

A mandioca, Manihot esculenta Crantz, Euphorbiaceae, conhecida como mandioca, 

macaxeira ou aipim, é uma das principais plantas alimentícias e forrageiras do mundo. Ela 

ocupa a quarta posição entre as culturas básicas com uma produção mundial de cerca de 160 

milhões de toneladas. A maioria delas vem de três regiões, África Ocidental e da bacia adjacente 

Congo, América do Sul tropical e sul e sudeste da Ásia (Figura 1). É resistente à seca e cresce 

bem em solos pobres em nutrientes. Ele é um dos produtos mais ricos em carboidratos e energia 

entre todas as culturas alimentares [1]. 

 

 

Figura 1. Origem e distribuição das plantas de mandioca (NASSAR et al., 2008). 

 

Existem vários artigos que discutem a origem do cultivo da mandioca e grande parte 

dos autores apontam que a cultura tem origem sulamericana [2, 3, 4]. 

Todas as espécies de Manihot são nativas de regiões tropicais do Novo Mundo, 

particularmente no Brasil e no México. As únicas espécies encontradas em outras regiões 

tropicais do mundo são aquelas que foram introduzidas após viagens de Colombo para o 

continente americano. As espécies de Manihot são esporádicas na sua distribuição e raramente 

tornam-se dominante sobre a vegetação local. A maioria destas espécies está em regiões 

relativamente secas, e só algumas são encontrados na floresta tropical [5]. 

No Brasil ela é cultivada em todas as regiões, com uma consequente diversidade de 

variedades adaptadas para cada um dos diferentes biomas, conferindo a espécie uma grande 

diversidade genética. Essa grande variabilidade genética reflete em inúmeros aspectos da 
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planta, como o próprio conteúdo de carboidrato das raízes [6] que é uma das características 

mais analisada, apesar de influenciada por um lado por diversos fatores, como clima, tipo de 

solo, tratos culturais e disponibilidade hídrica e por outro influencia o rendimento e a qualidade 

dos diferentes produtos, como farinha, fécula e raspa. 

 

2. Produção 

A produção nacional de mandioca em 2016 foi de 24.056 milhões de toneladas, 

apresentando crescimento da ordem de 3,9% em relação a 2015. Esse aumento de produção 

refere-se principalmente as regiões Norte, Sudeste e Centro Oeste, restando para o Nordeste 

uma resposta negativa de crescimento, resultado dos últimos anos de seca que atingiram 

fortemente a região.  

Apesar do decrescimento da produção na região Nordestina, a mandioca é cultivada em 

todos os estados do Nordeste, tendo papel destacado na alimentação humana e animal e também 

como matéria-prima em inúmeros produtos industriais. Essa atividade também se constitui em 

uma importante fonte de geração de emprego e renda na região. Dentre os principais estados 

produtores no Nordeste destacam-se: Bahia, Maranhão, Ceará, Sergipe e Pernambuco. 

As regiões Norte e Nordeste destacam-se como principais consumidoras de mandioca, 

principalmente sob a forma de farinha, apesar de diversos outros produtos preparados com as 

raízes apresentarem atualmente forte inserção na cultura alimentar local [7]. 

A mandioca é uma espécie com grande capacidade para esgotar o solo onde desenvolve-

se. Para evitar esse problema, é importante efetuar medidas que amenizem a situação. O uso de 

resíduos orgânicos [8] e o cultivo de outras espécies de forma simultânea, como, por exemplo, 

com o feijão (Phaseolus vulgaris), sorgo (Sorghum bicolor), caupi (Vigna unguiculata), 

algodão (Gossypium hirsutum L.) e girassol (Helianthus annuus), em sistema agroecológico de 

produção, além de melhor aproveitar o solo nos três primeiros meses da cultura, favorece muito 

a retenção de umidade no solo, além de proporcionar redução dos efeitos erosivos [9, 10]. 

 

3. Melhoramento da planta e Biologia molecular 

Os programas de melhoramento são importantes, pois conseguem assegurar espécies de 

plantas resistentes a pragas, doenças e tolerância a seca [11], biofortificadas [12] e com elevado 

conteúdo de beta-caroteno [13].  

Por reunirem constituições genéticas de diferentes origens e de diferentes níveis de 

melhoramento, os bancos de germoplasma podem constituir-se em ótimas fontes de genes para 
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programas de melhoramento. Para tanto, é fundamental que o melhorista conheça o 

germoplasma disponível em relação à variabilidade e ao desempenho agronômico [14]. 

A diversidade genética da mandioca existente no Brasil representa uma ampla base 

genética para programas de melhoramento genético com a cultura em todo o mundo tropical, 

por concentrar genes que lhes conferem resistência as principais pragas e doenças que afetam 

o cultivo, além de adaptação a diferentes condições edafo-climáticas [15]. Dentro da espécie 

Manihot esculenta já foi identificada diversidade genética para quase todos os caracteres 

estudados, incluindo aqueles de natureza rnorfológica, agronômica, de resistência às principais 

pragas e doenças e de qualidade [16].  

No semiárido Nordestino a diversidade genética da mandioca, assim como de outras 

espécies, surpreende e é alvo de investimentos em programas de conservação e melhoramento 

das plantas que duram muitos anos [17, 10], permitindo a escolha de materiais mais adaptados 

para os diversos fins. 

Trabalhos de pesquisa e revisões [18], onde os autores conseguiram identificar ESTs 

(sequência genética expressa) de mandioca é um recurso valioso para o estudo da diversidade 

genética, resistência ao estresse, crescimento e desenvolvimento, não só na mandioca, mas 

também outros membros da família Euphorbiaceae. Enquanto estes trabalhos não chegam a 

resultados mais conclusivos pode-se alertar para manejo mais adequados, principalmente em 

áreas como no semiárido onde até mesmo a água de poços, por exemplo, surge como um 

material relevante no sistema de produção e precisa ser utilizada com bastante atenção. Em 

algumas situações mesmo tendo acesso apenas a água com níveis razoáveis de sais, é possível 

proceder o manejo da cultura da mandioca de forma satisfatória (Figura 2), bastando observar 

as doses de água e o solo e a drenagem da área. 

 

Figura 2. Área de mandioca cultivada com água de poço na comunidade Caiçara, Petrolina-PE. 
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4. As variedades e os descritores morfológicos 

A produtividade e a qualidade dos derivados de mandioca são dependentes da 

capacidade produtiva e das características do material genético utilizado. Todavia, o sucesso da 

atividade depende do manejo correto da cultura, utilizando práticas e insumos que permitam 

que a variedade expresse todo potencial produtivo [19]. Alguns de seus genótipos se adaptam 

melhor que outros para produção de raízes e parte aérea, mesmo em regiões semiáridas [9], 

porém as condições edafoclimáticas dessas regiões muitas vezes restringem o crescimento e 

produção. 

O uso das raízes das diversas variedades de mandioca é conhecido em todas as regiões 

do Brasil, tanto para a indústria, transformada em fécula, povilho, farinha, etc., quanto para 

mesa, utilizada na forma cozida ou no preparo das mais variadas receitas doces e salgadas [20]. 

Existem variedades de mandiocas adaptadas a cada região brasileira, seu cultivo vai 

depender principalmente de fatores como clima e solo. A espécie é cultivada de Norte a Sul do 

Brasil, revelando grande plasticidade genética, capacidade de adaptação a diferentes condições 

climáticas e rusticidade [21]. 

As variedades mais plantadas de mandioca na região do Vale do São Francisco são as 

Recife (TSA 138) e Brasília (TSA128 ) tidas como cultígenos, isto é, são conhecidas sempre 

em seu estado de cultivo [22] e, a Engana Ladrão (BGM 1269) que possui esse nome por ser 

fenotípicamente parecida com as variedades de mesa. Apresenta produtividade de raízes e parte 

aérea superior a outras variedades [9] e alto teor de HCN em todas as partes da planta. 

As variedades Recife e Brasília tem suas raízes destinadas principalmente ao consumo 

humano, são identificadas como mandiocas de mesa, suas ramas são aproveitadas para a 

alimentação animal, visto que o teor de HCN presentes tanto nas folhas quanto nas raízes está 

abaixo de 50 mg/kg. Já a variedade Engana Ladrão é utilizada principalmente para produção de 

farinha, consumo animal após secagem das partes da planta, pois apresenta níveis altos de HCN 

acima de 100 mg/kg de polpa fresca. 

Para caracterizar essas variedades existe a necessidade de buscar ferramentas que as 

diferencie tanto geneticamente quanto fenotipicamente. Na Figura 3 tem-se exemplo da 

diversidade que existe entre as variedades de mandioca, principalmente utilizadas na região 

semiárida, reforçando mais ainda a variedade de características que podem estar associadas as 

diferentes variedades. 

Os descritores morfológicos são utilizados para caracterizar e identificar as plantas 

presentes nos bancos de germosplasmas distribuídos em todo país. Os principais descritores 
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utilizados na caracterização de plantas de mandiocas são, cor da folha apical, forma do lóbulo 

central, cor do pecíolo, cor do córtex do caule, cor externa do caule, cor externa da raiz, cor do 

córtex da raiz, cor da polpa da raiz, cor da folha desenvolvida, número de lóbulos, cor da 

epiderme do caule, hábito de crescimento do caule, cor dos ramos terminais nas plantas e hábito 

de ramificação [23].  

Estes descritores podem não ter necessariamente aplicação direta no melhoramento 

genético, porém permitem identificar e diferenciar os acessos no campo [23] e são importantes 

na descrição e interpretação fenotípica dos acessos duplicados na coleção, e os caracteres 

agronômicos para a seleção de variedades com potencial de uso a curto prazo pelos agricultores 

ou para uso como parentais em trabalhos de cruzamentos [24, 15].  

A caracterização e avaliação através de características qualitativas e quantitativas, 

associado ao uso conjunto dos métodos de agrupamento, servem de suporte para trabalhos de 

melhoramento mais eficientes [25]. 

De acordo com [26] os acessos de mandioca do Brasil estão distribuídos em sete bancos 

ativos de germoplasma regionais, localizados na Amazônia (Oriental e Ocidental), Tabuleiros 

Costeiros, Semiárido, Cerrados, Subtrópico e em Campinas-SP. Apesar da reconhecida 

variabilidade genética existente nesses bancos, o germoplasma de mandioca tem sido pouco 

estudado, sob o ponto de vista genético.  

Os caracteres morfológicos não são eficientes na diferenciação entre mandiocas mansas 

e bravas [14]. As mandiocas consideradas bravas são aquelas que apresentam nas raízes acima 

de 100mg/kg de ácido cianídrico, enquanto as mansas são as que possuem abaixo desse 

conteúdo. Essa análise só pode ser feita em laboratório, e é muito útil para diferenciar os tipos 

de raízes, mantendo maior segurança na escolha de variedades aptas ao consumo humano.  

Apesar da escolha da variedade depender muito das condições edafoclimáticas locais e 

da preferência dos consumidores, atualmente algumas características destacam-se em diversas 

variedades e valorizam mais amplamente seu uso como, por exemplo, a quantidade de amido. 

Essa característica, que não se relaciona com os descritores principais da planta, pode ser 

verificada por métodos simples e favorecem a escolha de materiais que tenham maior 

rendimento nas fecularias e moinhos, por exemplo. 
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Figura 3. Características morfológicas com base nos descritores principais de Manihot esculenta Crantz, cultivar 

Brasília (A), Recife (B) e Engana Ladrão (C) coletadas no Campo Experimental da Embrapa Semiárido, Petrolina-

PE. 2017. Detalhe, na coluna da direita, para a cor do córtex do caule (acima) e externa do caule (abaixo).  

 

 

 

5. Teor de Ácido Cianídrico 
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A mandioca é uma planta cianogênica, isto é, contém compostos ciânicos, comumente 

chamados de cianoglicosídeos, e enzimas capazes de degradar esses compostos e liberar ácido 

cianídrico (HCN), que é o princípio tóxico dessa planta [19]. 

 Quanto ao seu potencial tóxico, as mandiocas podem ser classificadas em: inofensivas 

ou mansas (menos do que 50 mg HCN/Kg raízes frescas), moderadamente venenosas (entre 50-

100 mg HCN/Kg de polpa fresca), e perigosamente venenosa, popularmente conhecida como 

mandioca brava (acima de 100 mg HCN/Kg) [27, 28]. 

Entre os glicosídios cianogênicos presentes, o mais abundante é a linamarina (85%), 

produzida nas folhas e transportada até as raízes e que, em contato com a enzima linamarase, 

libera (HCN) [29]. Isto proporciona um sistema de dois componentes que é ativado por 

rompimento celular (por exemplo, durante processamento de alimentos ou pela mastigação de 

insetos). A cianidrina formada pela ação da b-glucosidase subsequentemente dissocia-se em 

uma cetona e HCN tóxico [30, 31]. 

A concentração dos glicosídeos cianogênicos é variável nas diferentes espécies de 

plantas, e numa mesma espécie varia dependendo do clima e outras condições que influenciam 

o crescimento da planta como adubação nitrogenada, deficiência de água e idade da planta, pois 

quanto mais nova e de crescimento rápido, maior será o seu teor em glicosídeos cianogênicos 

[32]. Autores [33], trabalhando com a cultivar Aciolina, identificaram que o aumento de doses 

de nitrogênio proporciona aumento de forma quadrática dos teores de HCN nos tecidos da 

planta de mandioca. Esses mesmos autores encontraram ainda que os teores de nitrogênio 

reduzem com a idade da planta e variam nas diversas partes desse vegetal, sendo que é no córtex 

da raiz onde são encontradas as maiores concentrações de HCN. 

Os compostos cianogênicos estão relacionados com a defesa da planta contra o ataque 

de insetos herbívoros [34]. Algumas variedades possuem menores concentrações de compostos 

cianogênicos e por isso são utilizadas em inúmeras formas de aproveitamento [24] sem a 

preocupação com esse composto que pode ser tóxico para os animais e ao próprio homem.  

As raízes de mandioca possuem composição química variada, conforme as diversas 

variedades, destacando-se a presença de potássio, cálcio, magnésio e os altos conteúdos de 

amido que conferem a essa espécie a condição de produto amiláceo na alimentação humana e 

fonte de carboidrato (energético) se usada na composição de ração para os animais.  

 

6. Aproveitamento: Alimentação humana e animal 
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A mandioca (Manihot esculenta Crantz) pode ser destinada ao consumo humano e 

animal (ruminantes e herbívoros não ruminantes) , podendo-se aproveitar as raízes, excelente 

fonte de energia, as ramas (parte aérea), ricas em proteína, e os subprodutos da industrialização 

[36]. 

Uma das formas mais comuns de aproveitamento das raízes de mandioca é na fabricação 

de farinha seca torrada. No Brasil existem as mais diversas formas de industrialização das 

raízes, das maiores, com capacidade de processamento de milhares de toneladas/dia, até as 

artesanais que funcionam sazonalmente em períodos de safras com mão de obra familiar. Esses 

ambientes são conhecidos como casas de farinha, muito comuns no interior do Nordeste e além 

do processamento das raízes para o preparo da farinha torrada, abrigam diversos costumes e 

tradições desse. 

Atualmente com o grande apelo midiático e médico mundial por uma alimentação mais 

saudável baseada em alimentos funcionais, a mandioca tem ocupado um espaço considerável 

na mesa das pessoas bem como nas prateleiras dos supermercados, principalmente por ser um 

componente que participa de pratos doces, salgados e neutros e atende aos paladares mais 

exigentes, inclusive das pessoas que tem intolerância ao glúten. Esse aspecto, associado a 

versatilidade das raízes da mandioca, permite aos celíacos uma gama enorme de opções para 

suprir suas refeições com pratos saborosos e sem glúten. 

A parte aérea das euforbiáceas pode ser uma alternativa para aumentar a viabilidade 

econômica e a produtividade da pecuária dessa região durante o período crítico, visto que 

possuem alto valor nutritivo e boa aceitabilidade pelos animais. Devem ser fornecidas na forma 

de feno ou silagem, para maior período de utilização e para evitar problemas de intoxicação 

com glicosídeos cianogênicos. Para o preparo de feno ou raspas das raízes as comunidades 

utilizam terreiros construídos para esta finalidade (Figura 4). Normalmente esses locais são de 

uso comum, e a associação de moradores ou produtores local trata da administração do uso. 

Além da secagem de material proveniente do mandiocal esses terreiros de secagem também 

servem para outras atividades sendo algo muito útil nas comunidades carentes do semiárido. 

Mesmo em ambiente semiárido é possível alcançar produtividade satisfatória de parte 

aérea e raízes de mandioca se forem tomadas algumas medidas de correção do solo, caso este 

possua acidez elevada e ou adição de resíduos orgânicos encontrados localmente, favorecendo 

substancialmente a disponibilidade de nutrientes e conservação do solo [37]. O estudo de [9] 

conseguiram mostrar produtividades maiores que o dobro da média nordestina na região de 

Acauã, com práticas simples e variedades mais adaptadas aquela região, o que é uma opção 

para alimentação dos animais, principalmente com uso da parte aérea. 
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Figura 4. Terreiro de secagem de raspas de raízes ou parte aérea de mandioca. Petrolina-PE. 

 

Diversas culturas além da mandioca têm sido vistas como alternativas forrageiras para 

a região semiárida do Nordeste do Brasil, principalmente tendo em vista o crescimento 

exponencial do rebanho caprinovino nos últimos anos. A facilidade de criação de caprinos e 

ovinos diante da condição climática que favorece a sanidade animal atrelada aos fatores 

econômicos como mercado crescente para a carne caprinovina são algumas das razões para o 

aumento do rebanho nos últimos anos. 

A utilização da parte aérea da mandioca na alimentação animal justifica-se ainda pelo 

elevado teor protéico, boa produção de forragem e necessidade de aproveitar subprodutos 

agrícolas não utilizados na alimentação humana [6].  

 

7. Pragas e Doenças 

Além das formigas e dos cupins, as pragas mais comuns na cultura da mandioca são: 

mandarovás, ácaros, cochonilhas, percevejos-de-renda, tripes, moscas-brancas, moscas do 

broto, brocas do caule e escamas [38]. 

O mandarova é um dos insetos-praga mais importante desta cultura, devido ao sério 

desfolhamento que pode causar com a consequente diminuição nos rendimentos. Altas 

populações deste inseto podem desfolhar rapidamente grandes extensões de plantio. Quando o 

desfolhamento ocorre durante os primeiros meses do cultivo há uma redução nos rendimentos 

e as plantas jovens podem morrer [39]. 
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O ácaro verde reside e alimenta-se de folhas jovens e hastes verdes das plantas de 

mandioca (Figura 5 A) e aumenta a sua densidade de população durante os estágios de transição 

[40] evidenciado por pontuações amareladas nas folhas, o que ocasiona desenvolvimento de 

ramos deficientes (Figura 5B). 

Segundo [41] as cochonilhas são especializadas e sua aparência não lembra um inseto 

(Figura 5C), tomam um formato de escamas e geralmente se aderem às plantas causando 

encarquilhamento das folhas (Figura 5D), além de se alimentarem até completar a fase adulta. 

Na Ásia uma das maiores preocupações é com a praga causada pelo inseto Phenacoccus 

manihoti, ele provoca graves distorções de brotos terminais, amarelecimento e ondulação de 

folhas, entrenós reduzidos, baixa estatura, e enfraquecimento das hastes usadas para a 

propagação da cultura [42]. 

As principais doenças que ocorrem nas culturas de mandioca no Brasil podem ser 

causadas por: fungos (antracnose, superalongamento, podridão de raízes, cercosporiose, 

ferrugem); bactérias (fitoplasma-bacteriose, superbrotamento, podridão de hastes, filodia); 

vírus (mosaicos) e protozoários (chochamento) [38]. 

 A podridão radicular é uma das doenças de maior importância na cultura da mandioca 

na região Nordeste do Brasil, e pode ser atribuída a muitos patógenos, incluindo fungos como 

Fusarium sp. A busca de resistência a essa doença é sempre um dos principais objetivos dos 

programas de melhoramento da mandioca em todo o mundo [43]. 
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Figura 5. Presença (A) e sintomas de ácaro (B) e cochonilha (C e D) em folhas de mandioca (Manihot esculenta 

Crantz).  
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3.2  BACTÉRIAS ENDOFÍTICAS DE MANIHOT ESCULENTA CRANTZ 

(MANDIOCA): ISOLAMENTO, CARACTERIZAÇÃO E ATIVIDADE 

ANTIMICROBIANA 
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Resumo 

As bactérias endofíticas são aquelas que são conhecidas por colonizarem as estruturas internas 

de plantas sem ocasionarem danos. O objetivo deste trabalho foi estudar a diversidade de 

bactérias endofíticas isoladas nos tecidos de plantas de mandioca (M. esculenta), bem como 

testar suas atividades antimicrobianas. Para o estudo das bactérias endofíticas foram utilizadas 

duas cultivares de mandiocas, Recife e Engana Ladrão. Os isolados oriundos das partes das 

plantas (folha, caule, ramos primários, ramos secundários, raiz, raiz de absorção) e, também 

amostras da rizosfera das plantas foram inoculados em meios específicos (NA-azida, NA, ACA 

e NYSM, os três últimos suplementados com nistatina) à temperatura de 28°C. Nos resultados 

não foram observadas diferenças significativas entre os meios de culturas utilizados na 

quantidade de bactérias isoladas. Sobretudo, a frequência de bactérias foi maiores nas raízes e 

menores nos ramos secundários, nas duas cultivares analisadas. As colônias isoladas foram 

caracterizadas fenotipicamente. A população de bactérias encontradas nas duas cultivares de 

mandioca apresentou variação. De maneira geral, as duas cultivares mostraram colonização por 

bactérias endofíticas dos gêneros: Curtobacterium, Pseudomonas, Enterobacter, Kosakonia, 

Rhizobium, Pantoea, Cronobacter, Bacillus, Microbacterium e Stenotrophomonas. Os gêneros 

Pantoea, Cronobacter foram encontrados somente na cv. Recife e os Microbacterium e 

Stenotrophomonas na cv. Engana Ladrão. O gênero Pseudomonas mostrou-se o mais 

representativo para as duas cultivares de mandioca. No ensaio de atividade antimicrobiana foi 

detectada atividade inibitória entre as bactérias testadas das duas cultivares selecionadas e 

fungos patogênicos (Lasiodiplodia theobromae, Neofusicoccum parvum, Botryosphariria 
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dothidia e Colletotrichum dianesii) variando a frequência de inibição, isso possibilita indicar 

estas bactérias como um excelente potencial de uso para o controle biológico. 

 

Palavras- chave: endofíticos, bactérias, diversidade e antibiose. 

 

Introdução 

 

As interações plantas/micro-organismos têm recebido maior atenção nos últimos anos. 

Além das interações patogênicas, que podem causar prejuízos ao desenvolvimento, outras 

formas de interação podem ser neutras ou até mesmo benéficas. Uma grande diversidade de 

microrganismos tem sido identificada colonizando intimamente os mais diferentes órgãos e 

tecidos vegetais. Sua origem ainda resta a ser esclarecida, podendo ser oriunda do solo, água 

ou atmosfera, mas também podem levadas de uma geração a outra pelos órgãos propagativos. 

Esses micro-organismos são considerados endofíticos, geralmente fungos e bactérias que 

habitam o interior da planta sem causar danos aparentes ao hospedeiro (PEIXOTO NETO et al. 

2002; MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). São distintos dos epifíticos, que vivem na superfície 

dos órgãos e tecidos vegetais.  

Embora tenham sido descritos a partir do século XIX, os micro-organismos endofíticos 

só receberam atenção há pouco mais de 20 anos, quando se verificou que eles possuem 

capacidade de proteger seus hospedeiros contra pragas e até herbívoros domésticos, como, por 

exemplo, ovinos e bovinos (AZEVEDO et al. 2000). Segundo SOUZA et al. (2004), os 

endófitos encontrados nos vegetais têm despertado o interesse da comunidade científica, 

especialmente por seus potenciais na produção de metabólitos de interesse econômico, 

incluindo os relacionados às plantas hospedeiras. Os gêneros de bactérias endofíticas 

habitualmente mais isolados incluem Bacillus, Burkholderia, Enterobacter, Erwinia, 

Pseudomonas e Xanthomonas, que tem sido obtidos uma diversidade de plantas cultivadas 

como mandioca (TEIXEIRA et al. 2007), banana (SOUZA et al. 2013), milho (PISARSKA e 

IETR, 2015), feijão (COSTA et al. 2012). 

Seja pela incorporação de nutrientes, como o nitrogênio, ou pela produção de 

metabólitos antibióticos ou similares a hormônios vegetais, os micro-organismos endofíticos 

afetam o desenvolvimento vegetal e sua interação com o meio ambiente. Algumas destas 

características começaram a ser exploradas na produção agrícola, como a promoção de 

crescimento (BARRETTI et al. 2009; SILVA et al. 2009), solubilizam fosfatos (ASSUMPÇÃO 

et al. 2009), fixação de nitrogênio (MOREIRA et al. 2010) e controle biológico (CHAURASIA 
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et al. 2005). A inibição de processos patogênicos pode ser feita por diferentes mecanismos de 

ação, tais como, síntese de substâncias antimicrobianas, competição por espaço e nutriente, 

secreção de enzimas líticas, alteração de pH e/ou síntese de compostos voláteis (GARCIA et al. 

2013).  

A promoção do crescimento das plantas por bactérias endofíticas pode ser resultante de 

ações indiretas, como por exemplo, a supressão de doenças, ou de ações diretas, como a 

produção de fitohormônios, fixação do N2 atmosférico, solubilização de fosfatos minerais ou 

outros nutrientes do solo, oxidação do enxofre, aumento da permeabilidade das raízes e 

produção de sideróforos (TAN e ZOU, 2001). O mecanismo de promoção do crescimento 

vegetal por endófitos é, portanto, um processo complexo, que pode ser influenciado por 

diversos fatores bióticos e abióticos (BLOEMBERG e LUGTENBERG, 2001). 

A mandioca (M. esculenta) é uma planta heliófita pertencente a família Euphorbiaceae, 

fonte de nutrientes e calorias para alimentação humana e animal. Todas as espécies de Manihot 

são nativas de regiões tropicais do Novo Mundo, particularmente no Brasil e no México 

(NASSAR et al. 2008; FERREIRA et al. 2009). Embora se conheça em profundidade a 

associação da mandioca com fungos micorrízicos, poucos estudos promoveram o isolamento 

de bactérias endofíticas, avaliando sua diversidade ou potencial biotecnológico. Neste contexto, 

o objetivo deste trabalho foi estudar a diversidade de bactérias endofíticas isoladas nos tecidos 

de plantas de mandioca (Manihot esculenta Crantz), bem como testar suas atividades 

antimicrobianas. 

 

Metodologia 

Coleta e armazenamento das plantas 

Foram selecionadas duas variedades de mandiocas (M. esculenta): cultivar Recife e 

cultivar Engana Ladrão, coletadas aos 8 meses de desenvolvimento (período em que as plantas 

são coletadas para comercialização) no Banco de Germoplasma (BAG) da Embrapa Semiárido, 

Petrolina-Pernambuco (22°25'14"S, 47°15'52"W) mantidas no campo sobre sistema de 

irrigação. No local da coleta, foram retiradas três plantas em pontos diferentes do plantio. 

As plantas foram levadas ao laboratório, lavadas com água corrente e, também com água 

destilada, fragmentadas em folhas, raízes, raízes de absorção, caule, ramos primários, ramos 

secundários, e mantidas por 24 horas em refrigerador 5º C para análises posteriores. 
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Desinfecção e Isolamento das Bactérias endofíticas 

Foram utilizados folhas, raízes, raízes de absorção, caules, ramos primários, ramos 

secundários saudáveis de cada variedade, submetidos ao processo de desinfecção, segundo 

PEREIRA (1993). Além desses fragmentos uma porção do solo, referete à rizosfera foi coletada 

a fim de verificar as bactérias presentes nesta interface. Os materiais foram fragmentados (1 a 

3cm), desinfestados e colocados sobre diferentes meios de cultura sólidos (ACA-Amido-

Caseína-Ágar (KÜSTER e WILLIAMS, 1964); NA-Ágar nutriente- peptona de carne, NaCl, 

extrato de carne, extrato de levedura; NYSM- caldo nutriente, extrato de levedura, MnCl2, 

MgCl2, CaCl2 (YOUSTEN, 1984)). Para cada parte das plantas e para cada planta foram feitas 

3 repetições dos meios de cultura, com 7 fragmentos do tecido vegetal por placa. 

Os meios de cultura ACA, NA e NYSM foram suplementados com 1.000 μL mL-1 de 

fungicida nistatina 0,1g/L. No intuito de obter somente bactérias endofíticas gram positivas, foi 

elaborado um meio de cultura NA suplementado com 1.000 μL mL-1 de azida 0,1g/L, 

perfazendo um total de quatro meios utilizados no experimento. 

Em relação às amostras coletadas da rizosfera, após peneiramento, o solo foi pesado (1 

g) e adicionado em 9 mL de NaCl 0,15 M, realizando sucessivas diluições seriadas até 10-7. O 

volume utilizado no plaqueamento foi de 100 µL das diluições 10-5 e 10-7 para o isolamento das 

bactérias. 

Todas as placas foram incubadas em estufas de laboratório à 28º C. Cada colônia isolada 

foi purificada por esgotamento por estrias, seguido do seu cultivo em tubos contendo o meio de 

cultura específico. Os isolados foram preservados com glicerol 20% em freezer. A avaliação 

do crescimento microbiano teve início após 24 horas de incubação e prosseguiu por um período 

de 15 dias.  

 

Caracterização fenotípica dos isolados 

 

 As colônias isoladas foram observadas para as seguintes características: forma, 

tamanho, elevação, bordas, estrutura, brilho, cor, aspecto, muco, biofilme e pigmento no meio 

(Tabela1). Essas características foram convertidas em dados binários empregados em análise 

de cluster usando o Stat Past como programa padrão. 
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Tabela 1. Características fenotípicas de bactérias endofíticas isoladas de plantas de mandioca. 

Características 

Forma Circular, irregular, rizóide, filamentosa e puntiforme 

Elevação Côncava, elevada, ondulada, protuberante, achatada e 

convexa 

Bordas Lisa, laceradas, lobadas, filamentosas e onduladas 

Estrutura Lisa, granulosa, filamentosa e rugosa 

Brilho Transparente, translúcida e opaca 

Cor Incolor e pigmentada 

Aspecto Viscosa, úmida, membranosa, leitosa, aveludada e 

algodonosa 

Biofilme Sim ou não 

Pigmento no meio  Sim ou não 

 

Em um primeiro procedimento as características morfológicas foram analisadas nos 

isolados para cada órgão estudado, resultando assim em 7 dendrogramas específicos. Após essa 

análise foram selecionados em torno de 10% dos isolados de cada chave nos órgãos, em um 

total de 103 isolados da cultivar Recife e 107 isolados da cultivar Engana Ladrão. Todas as  

bactérias que apareceram isoladas no dendrograma foram selecionadas. Com esses números de 

isolados foi feita uma nova seleção de 44 bactérias por cultivar para trabalhar com os testes de 

atividade antimicrobiana e apresentação das características fenotípicas e morfológicas.  

 

Diversidade das Bactérias Endofíticas Isoladas 

Com os dendrogramas finais das duas cultivares selecionadas, observou-se o 

agrupamento dos isolados em diferentes chaves. Com o intuito de verificar a diversidade das 

bactérias endofíticas em plantas de mandioca os isolados foram analisados a nível molecular. 

 

 

Identificação das Bactérias em nível molecular  

 

Extração de DNA 

Os isolados foram inoculados em 5 mL de meio ágar nutriente líquido e incubados por 

24-48 horas à 28ºC. Após esse período, cada cultura bacteriana foi colocada em tubos de 1,5 
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ml, centrifugada por 3 min a 13000 rpm, e em seguida o sobrenadante foi descartado. O 

precipitado ressuspendido em 200 µl de solução de lise celular e incubado por 5 minutos a 80º 

Celsius. Posteriormente, adicionado 1 µl da solução de RNAse, levados ao banho-maria por 20 

minutos a 37º C e, após essa fase adicionou-se 67 µl da solução de precipitação de proteínas e 

com leve agitação em vórtex. As amostras foram incubadas por 5 minutos no gelo e 

centrifugadas por 3 minutos a 13000 rpm. O sobrenadante foi transferido para tubo novo 

contendo 200 µl de álcool isopropílico, centrifugado por 3 min a 13000 rpm e descartando o 

sobrenadante. Em seguida, adicionou-se álcool 70% e centrifugou-se as amostras por 3 min, 

aspirar o álcool, deixar secar por 15 minutos e ressuspender com 50 µl da solução de reidratação 

do DNA, incubar por 60 minutos a 65º C e estocar as amostras a -20º Celsius. 

 

PCR - 16S 

O DNA extraído também foi submetido à reação de amplificação da região conservada 

16S rRNA para estudos de taxonomia e filogenia, utilizando os primers 27F 

(5’AGAGTTTGATCCTGGCTCAG3’) e 1492R (5’GGTTACCTTGTTACGACTT3’) 

(HAYASHI et al. 2005). Após reação o produto de PCR foi submetido à eletroforese em gel de 

agarose 1,0% a 180 V, por 2 horas, em cuba da BioRad. As amostras foram coradas em solução 

corante contendo gel red e as bandas observadas em trans-iluminador com iluminação 

ultravioleta e fotografadas com câmera digital. Foi utilizado o marcador molecular de 1Kb 

como referência para as amostras.  

 

Purificação das Amostras da PCR 

Para a purificação, foi utilizado o kit GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit, da 

Amersham Biosciences – GE Healthcare, para a retirada de contaminantes como ácidos 

húmicos e restos celulares (proteínas, polissacarídeos e ácidos graxos) que podem prejudicar a 

amplificação do DNA genômico através de PCR. Após purificação as amostras foram 

encaminhadas para sequenciamento.  

A sequência obtida a partir do sequenciamento do produto de amplificação foi 

comparada com todas as sequências no Ezbiocloud, banco de dados específico para Bactérias 

e Archaea, representada por sequências genéticas e genômicas do gene 16S rRNA, a construção 

das árvores filogenéticas foi realizada pelo software Mega. 

 

 

Ensaio da atividade antimicrobiana em meio sólido  
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As 44 bactérias endofíticas isoladas das duas cultivares foram submetidas aos ensaios 

antimicrobianos em meio sólido, segundo a metodologia descrita por ICHIKAWA et al. (1971). 

Os meios de cultura utilizados nesse experimento foram ágar nutriente (NA, Difco) e batata-

dextrose-ágar (BDA, Himedia), sem suplementação de agentes inibidores. 

Os patógenos testados foram os fungos, Lasiodiplodia theobromae, agente casual da 

morte descendente, murcha, podridão basal de frutos, cancro de tronco e de ramos da mangueira 

(PEREIRA et al. 2006), Neofusicoccum parvum responsável pela queima dos botões florais, 

necroses em flores e frutos (BATISTA et al. 2012); Botryosphaeria dothieia promotor da 

murcha das folhas, seca de ramos e galhos, culminando com a necrose da planta (CHEN, 2011) 

e Colletotrichum dianesii responsável pela antracnose que incide em todos os órgãos das plantas 

(OJEDA et al. 2012), esses fungos tem como característica comum causar podridão pós-colheita 

na cultura da manga, que é uma das pricipais culturas cultivadas na região Vale do São 

Francisco. 

Cada fungo foi cultivado em forma de “tapete” em placas de Petri com meio BDA, de 

2 a 7 dias, a 30ºC; em seguida, blocos de gelose de 5 mm de diâmetro foram retirados para o 

ensaio antimicrobiano. As bactérias selecionadas foram cultivadas em placas nos meios de 

cultura específicos, por 24 horas, a 30º Celsius. 

As Bactérias isoladas foram riscados a uma distância de aproximadamente 3 cm do 

patógeno que foi colocado no centro da placa de Petri contendo meio de cultura específico para 

cada ensaio (BDA ou NA). Após 24 horas as primeiras leituras dos halos de inibição foram 

feitas, e essas leituras diárias foram até 15 dias de avaliação.  Determinou-se a atividade 

antagônica pela mensuração da inibição do micélio do fungo patogênico em comparação com 

o controle que continha apenas o patógeno ao centro da placa. 

Todos os testes foram realizados em triplicata e as médias obtidas posteriormente 

mensuradas. Para avaliar o potencial de inibição das bactérias endofíticas nos fungos 

patogênicos, calculou-se a porcentagem dos tratamentos pela fórmula: 𝐼% =

[
(𝐶𝑖 − 𝑇𝑖)

𝐶𝑖
⁄ ] 𝑥100, na qual Ci representa o crescimento radial do micélio do fungo i; Ti é o 

crescimento radial do micélio do fungo i em cultivo pareado. Os dados obtidos foram 

transformados utilizando a equação 𝑋′𝑖𝑗 = 𝑎𝑟𝑐𝑠𝑒𝑛𝑜√
𝑋𝑖𝑗

100
⁄  , onde Xij são os valores originais 

e X’ij os valores transformados, e submetidos à análise estatística pelo teste de Tukey a 5% de 

probabilidade.  
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Resultados 

 

Isolamento das Bactérias endofíticas 

 

Um total de 802 bactérias foram isoladas de folhas, raízes, raízes de absorção, caules, 

ramos primários, ramos secundários e rizosfera das plantas de mandiocas. Destas 446 

pertenciam a cv. Recife e 356 a cv. Engana Ladrão. Esses números de isolados foram obtidos a 

partir da visualização de colônias morfologicamente diferentes em cada fragmento. O número 

de isolados segundo os meios de cultivos utilizados são mostrados na Figura1.

 

Figura 1. Número de bactérias endofíticas isoladas em relação aos meios de cultura utilizados. A- cultivar Recife 

e B- cultivar Engana Ladrão.    

  

Não houve diferenças entre os meios de cultura utilizados na quantidade de bactérias 

isoladas (Figura 1). Já a frequência de bactérias foi maior nas raízes (Recife, 21,7%; Engana 

Ladrão, 21,5%) e menores nos ramos secundários (Recife, 2,5%; Engana Ladrão, 7,5%), nas 

duas cultivares analisadas (Figura 1).  
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Caracterização fenotípica dos isolados 

 

Na caracterização fenotípica dos isolados, observou-se que grande parte das 

características se repetiam. Dessa forma, houve a necessidade de agrupá-los em um número 

menor para que as avaliações posteriores fossem realizadas (Figura 2). 

Considerando as características fenotípicas (Tabela 2), para a cv. Recife a maioria dos 

isolados apresentaram forma irregular (52%), com elevação convexa (39%), bordas (41%) e 

estrutura lisas (52%), sendo translúcidas (61%), mas em alguns casos apresentaram coloração 

amarela, a maioria com aspecto viscoso (55%) e produção de biofilme (52%) e sem 

pigmentação no meio de cultura. 

Da mesma forma comportou-se a cv. Engana Ladrão, forma-convexa (65%), com 

bordas (70%) e estrutura lisas (79%), translúcidas (61%), e em alguns casos tinham coloração 

amarela, a maioria com aspecto viscoso (55%) e produção de biofilme (52%), sem pigmentação 

no meio de cultura, modificando somente a forma de crescimento, puntiforme (49%). 
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Figura 2. Dendrograma de similaridade baseados nas características fenotípicas entre as bactérias endofíticas 

isoladas de plantas de mandioca. A. Cultivar Recife (FR- folha, RR-raiz, CR-caule, RAR-raiz de absorção, RPR-

ramos primários, RSR-ramos secundários e RZR-rizosfera) e B. Cultivar Engana Ladrão (FE- folha, RE-raiz, CE-

caule, RAE-raiz de absorção, RPE-ramos primários, RSE-ramos secundários e RZE-rizosfera).  
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Tabela 2. Distribuição percentual dos isolados bacterianos de acordo com a caracterização 

fenotípica dos isolados endofíticos de mandioca utilizados no ensaio de atividade 

antimicrobiana 

Características (%) 

 Recife Engana Ladrão 

Forma Circular (27), irregular (52), 

rizóide (2), filamentosa (2) e 

puntiforme (16) 

Circular (21), irregular (21), 

rizóide (2), filamentosa (7) e 

puntiforme (49) 

Elevação Elevada (14), ondulada (18), 

protuberante (25), achatada (5) e 

convexa (39) 

Côncava (2), elevada (16), 

ondulada (2), protuberante (7), 

achatada (9) e convexa (65) 

Bordas Lisa (41), laceradas (13), 

lobadas (7), filamentosas (2) e 

onduladas (36) 

Lisa (70), laceradas (2), 

lobadas (7) e onduladas (21) 

Estrutura Lisa (52), granulosa (11), 

filamentosa (5) e rugosa (32) 

Lisa (79), granulosa (2), 

filamentosa (2) e rugosa (16) 

Brilho Translúcida (61) e opaca (39) Transparente (4), translúcida 

(63) e opaca (33) 

Cor Incolor (59) e pigmentada (41) Incolor (40) e pigmentada (60) 

Aspecto Viscosa (55), úmida (25), 

membranosa (16) e leitosa (4) 

Viscosa (53), úmida (40), 

membranosa (2) e leitosa (5) 

Biofilme Sim (52) e não (48) Sim (14) e não (86) 

Pigmento no meio  Sim (2) e não (98) Sim (7) e não (93) 

 

Diversidade das Bactérias Endofíticas em diferentes órgãos de mandioca 

 De acordo com os resultados obtidos do dendrograma com as características fenotípicas 

dos isolados, foram selecionados 22 isolados representantes dos agrupamentos morfológicos da 

cv.  Recife e 44 representantes da cv. Engana Ladrão. As bactérias endofíticas foram 

sequenciadas na região 16S, sendo realizada busca por máxima identidade no programa 

EzBioCloud. A maioria das sequências geradas mostrou similaridade igual ou superior a 99% 

com sequências presentes no banco de dados. 

 

Tabela 3. Principais gêneros de bactérias endofíticas encontradas em cultivares de mandioca. 

Órgãos Recife Engana Ladrão 

Folhas Curtobacterium Bacillus  

Microbacterium 

Ramos Secundários Pseudomonas Curtobacterium 

Pseudomonas 

Ramos Primários Curtobacterium 

Enterobacter  

Kosakonia 

Bacillus  

Stenotrophomonas 

Pseudomonas 

Microbacterium 

Caule Enterobacter Rhizobium  
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Rhizobium Curtobacterium  

Bacillus  

Kosakonia  

Enterobacter 

Raiz Enterobacter Pseudomonas  

Rhizobium  

Pantoea  

Cronobacter 

Enterobacter  

Bacillus 

Raiz de Absorção Pseudomonas  

Enterobacter 

Bacillus  

Pseudomonas 

Stenotrophomonas 

Rizosfera  Enterobacter Bacillus 

 

A população de bactérias encontradas nas duas cultivares de mandioca apresentou 

variação. De maneira geral, as duas cultivares mostraram colonização por bactérias endofíticas 

dos gêneros: Curtobacterium, Pseudomonas, Enterobacter, Kosakonia, Rhizobium, Pantoea, 

Cronobacter, Bacillus, Microbacterium e Stenotrophomonas (Tabela 3). Os gêneros Pantoea, 

Cronobacter foram encontrados somente na cv. Recife e os Microbacterium e 

Stenotrophomonas na cv. Engana Ladrão. O gênero Pseudomonas mostrou-se mais o 

representativo para as duas cultivares de mandioca.  

Na construção das árvores filogenéticas com todas as sequências provenientes dos 

isolados de bactérias endofíticas houve a formação de quatro grupos diferentes para a cv. Recife 

(Figura 3) e seis grupos cv. Engana Ladrão (Figura 4). Esses dados não correspondem com os 

resultados dos dendrogramas das características fenotípicas e morfológicas, onde é observado 

que todas as bactérias endofíticas da cv. Recife se agruparam em uma mesma chave  (Figura 

2); enquanto as bactérias endofíticas sequenciadas da cv. Engana Ladrão formaram somente 

duas chaves principais com as características fenotípicas e morfológicas  (Figuras 2). 

Observando as duas árvores filogenéticas, aparece uma inconsistência tanto para a cv. Recife, 

quanto para cv. Engana Ladrão. Na cv. Recife o grupo formado pelo gênero Rizobium 

(Prototeobactéria), se associa ao grupo formado pelo gênero Curtobacterium (Actinobactéria). 

Quando analisamos a cv. Engana Ladrão é notável, pois o grupo formado pelo gênero Rizobium 

(Prototeobactéria), se associa com dois grupos Curtobacterium e Microbacterium 

(Actinobactérias) e, Bacillus (Firmicutes).     
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Figura 3.  Dendrograma de similaridade de bactérias endofíticas isoladas de diferentes órgãos de plantas de 

mandioca cv. Recife por meio da técnica de 16S- rDNA. FR- folha, RR-raiz, CR-caule, RAR-raiz de absorção, 

RPR-ramos primários, RSR-ramos secundários e RZR-rizosfera. 
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Figura 4. Dendrograma de similaridade de bactérias endofíticas isoladas de diferentes órgãos de plantas de 

mandioca cv. Engana Ladrão por meio da técnica de 16S- rDNA. FE- folha, RE-raiz, CE-caule, RAE-raiz de 

absorção, RPE-ramos primários, RSE-ramos secundários e RZE-rizosfera. 

 

Ensaio da atividade antimicrobiana em meio sólido  

Ao cultivar as bactérias endofíticas selecionadas em meios de culturas diferentes com 

cada patógeno testado, verifica-se que houve efeito do tipo de meio de cultura sobre a produção 

de metabólitos antifúngicos pelos isolados. No meio de cultura BDA a maioria das bactérias 

isoladas das duas cultivares não produziram metabólitos antibióticos capazes de inibir o 

desenvolvimento dos fungos (Figura 5). Comparando apenas os resultados obtidos com o 
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cultivo feito no meio de cultura NA, houve uma maior proporção de isolados da cv. Recife com 

halos de inibição em que houve redução do tamanho das colônias dos patógenos entre 21 e 40% 

para todos os patógenos. As bactérias endofíticas isoladas da cv. Engana Ladrão apresentam 

maior proporção de isolados com inibição na faixa entre 41 a 60%.  

 

 

 

Figura 5. Taxa de inibição de fungos patogênicos por bactérias endofíticas isoladas de Mandioca (Manihot 

esculenta Crantz). A-vr. Recife em meio de cultura BDA, B-vr. Recife em meio de cultura NA, C-vr. Engana 

Ladrão em meio de cultura BDA, D-vr. Engana Ladrão em meio de cultura NA. 
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Figura 6. Quantidade de bactérias endofíticas isoladas de Mandioca (Manihot esculenta Crantz) que com atividade 

produção de metabólitos antifúngicos contra quatro fungos patogênicos testados. A-vr. Recife em meio de cultura 

BDA, B-vr. Recife em meio de cultura NA, C-vr. Engana Ladrão em meio de cultura BDA, D-vr. Engana Ladrão 

em meio de cultura NA. 
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Quando observamos quais bactérias endofíticas apresentaram maior antibiose contra os 

quatro fungos testados, verificamos que no meio BDA poucos isolados promoveram inibição. 

Ao contrário, no meio NA há um alto índice de bactérias endofíticas promotoras de antibiose 

e, esse fato se repete com os isolados testados das duas cultivares (Figura 6). 

  

Discussão 

Nesse estudo foi obtido um grande número de bactérias endofíticas isoladas nas duas 

cultivares de mandioca. Observando as cultivares existe uma predominância de bactérias 

endofíticas nas raízes, o que está de acordo com os relatos de (AZEVEDO, 1998; MOREIRA 

e SIQUEIRA, 2005; PEIXOTO NETO et al. 2002), que indicam a raiz como sendo a principal 

porta de entrada para micro-organismos endofíticos na planta. Contudo, ao penetrar nesta, os 

endofíticos se disseminam para outros tecidos vegetais, e assim, conseguem colonizar regiões 

distantes como as folhas (AZEVEDO et al. 1998). Nos resultados podemos verificar que na cv. 

Recife o gênero Enterobacter, se distribui entre os órgãos da planta sendo detectado nos ramos 

primários, caule, raiz e raiz de absorção. No entanto, na cv. Engana Ladrão o gênero mais 

frequente foi Bacillus, que se disseminou desde rizosfera da planta, passando pela raiz, raiz de 

absorção, caule, ramos primários e folhas.  

A caracterização fenotípica em microbiologia é uma das primeiras ferramentas para 

identificação, mas não é um método conclusivo. É necessário associar a técnicas mais precisas 

como a análise molecular. Em geral, a caracterização morfológica e fenotípica tem sido usada 

como parte da caracterização polifásica de bactérias, e dessa forma também foi empregada neste 

estudo. Em outros estudos, como o de CHAGAS JÚNIOR et al. (2010) o uso da caracterização 

fenotípica foi uma etapa preliminar também utilizada para avaliar a diversidade de rizobio 

isolados de solos da Amazonia e suas eficiências simbioticas quando inoculados em feijao caupi 

(Vigna unguiculata L. Walp.). LIMA et al. (2012) também utlizaram as características 

fenotípicas/culturais para avaliar a diversidade de rizóbio isolados de Mucuna-Cinza e Mucuna-

Anã em meio de cultura YMA e da técnica de análise de restrição do produto de PCR do gene 

16S rDNA para identificação dessas bactérias. 

Considerando as características avaliadas foi possível agrupar as bactérias com outras 

morfologicamente similares e verificar a ocorrência dos isolados em cada órgão das plantas. 

Como esperado, o agrupamento de bactérias proveniente da caracterização fenotípica, não 

correspondem ao agrupamento dessas bactérias na análise molecular desta pesquisa. Indicando 

a necessidade de análises conjuntas para confirmar a identificação após a caracterização dos 

isolados.  



57 

 

 

De acordo com AZEVEDO, (1998) provavelmente todas as plantas possuem micro-

organismos endofíticos, formando um verdadeiro microbioma. Uma mesma planta pode conter 

vários deles, incluindo fungos e bactérias. Em geral, existem espécies frequentes em um 

determinado hospedeiro, ou ao contrário, outras mais raras. Nesse estudo, mesmo tendo origem 

e manejo similar observou-se que muitos gêneros de bactérias endofíticas foram específicos 

para determinada cultivar (Tabela 3). Enquanto a cv. Recife apresentou dois gêneros exclusivos 

(Pantoea e Cronobacter), a cv. Engana Ladrão também teve dois gêneros exclusivos 

(Microbacterium e Stenotrophomonas). 

 Teixeira et al. (2007) estudando plantas de mandioca coletadas de áreas comerciais, no 

Estado de São Paulo (IAC 12.829 e IAC 576-70), e de etnovariedades dos estados do Amazonas 

e Bahia (Bravo, Caixão, Colombo, Cacau, Roxo, Lafaiete, Pretinha, Unha e Branca) 

identificaram 47 espécies de micro-organismos pertencentes a 27 gêneros, e, Bacillus, 

Burkholderia, Enterobacter, Escherichia, Salmonella, Stenotrophomonas e Serratia foram os 

mais frequentes. Nesse trabalho os autores citam o isolamento e identificação de Bacillus 

thuringiensis como endófito de plantas de mandioca, este é um dos relatos iniciais na literatura 

sobre a ocorrência desta espécie bacteriana como micro-organismo endofítico. Em estudo 

posterior, SUZUKI (2006), também trabalhando com plantas de mandioca cultivadas em São 

Paulo (IAC 12.829 e IAC 576-70), Bahia (etnovariedades selvagens) e Amazonas (mandioca 

mansa conhecida popularmente por maca e a variedade de mandioca brava), observou a 

presença de linhagens endofíticas de Bacillus thuringiensis. Todos os isolados obtidos pelos 

autores produziram quitinase, sugerindo que essas bactérias podem ter ação controladora sobre 

fungos fitopatogênicos e insetos. Em nossa pesquisa, o isolado de folhas da cv. Engana Ladrão 

(FE14) foi identificado na análise molecular como Bacillus thuringiensis comprovando sua 

ocorrência em plantas de mandioca. 

 Grande parte das bactérias endofíticas isoladas nas duas cultivares de mandioca e que 

foram identificadas, possuem amplo relato de proporcionarem ação inibitória em micro-

organismos patogênicos. Em bactérias as cepas dos gêneros Bacillus e Pseudomonas foram 

utilizadas no controle de doenças de plantas, o que demonstra o seu grande potencial para 

utilização na agricultura (TEIXEIRA et al. 2007). 

Em relação a incoerência que aparece nas duas árvores filogenéticas tanto para a cv. 

Recife, quanto para cv. Engana Ladrão, a associação do gênero Rizobium (Proteobactéria), a 

grupos como, Curtobacterium e Microbacterium (Actinobactérias) e, Bacillus (Firmecutes), 

provavelmente seja por conta das sequências que aparecem nos isolados e no momento de 

comparação pode se assemelhar com um pedaço das sequências variáveis em Rizobium.     
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De acordo com os resultados apresentados na figura 6 podemos verificar que os meios 

de cultura utilizados no ensaio de atividade antimicrobiana influenciaram na produção de 

metabólitos antibióticos contra os patógenos testados. No meio BDA houve o favorecimento 

no desenvolvimento dos fungos e aparente inibição na ação antimicrobiana das bactérias.  Ao 

contrário, no meio de cultura NA há um aumeto de bactérias que apresentam ação inibitória. 

Entre os dois meios de cultura utilizados o BDA apresenta menos proteínas e compostos 

nitrogenados e alto teor de amido, condições favoráveis ao desenvolvimento de fungos, 

entretanto, o meio NA é um meio mais rico em compostos nitrogenados, contendo extratos de 

leveduras e carne e, peptonas, componentes necessários para que as bactérias se desenvolvam 

com maior eficiência (PELCZAR et al. 2005). Os nutrientes nesse meio foram mais eficientes 

para bactérias endofíticas promovendo aumento do metabolismo secundário com a produção 

de metabólitos antifúngicos que inibiram o crescimento micelial dos patógenos. A dimensão 

dos halos de inibição pode indicar tanto a quantidade e a potência, além da produção de 

compostos antifúngicos, as bactérias podem interferir no crescimento micelial pela competição 

por espaço e nutriente, secreção de enzimas líticas, alteração de pH e/ou síntese de compostos 

voláteis, (SOUZA et al. 2015). 

A descoberta do potencial antifúngico de bactérias endofíticas isoladas neste estudo de 

plantas de mandioca abre um leque de possibilidades de estudos que visam controlar a 

incidência de patógenos pós-colheita em diversas espécies cultivadas de plantas. 
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Resumo 

 

Lectina da cultivar de mandioca (Manihot esculenta Crantz) Recife foi isolada a partir de suas 

folhas. A atividade hemaglutinante da lectina foi detectada e teve maior índice em eritrócitos 

de coelho com teste de inibição ativo para o carboidrato manose. O pico retido (PII) proveniente 

da coluna de afinidade agarose-manose mostrou alta atividade específica da lectina e, 

apresentou em SDS-PAGE massa molecular aparente de 64 kDa. Nos testes de atividade 

antimicrobiana, a lectina não inibiu o desenvolvimento das bactérias patogênicas.  Já em relação 

a interação da lectina com bactérias endofíticas isoladas das folhas da cultivar Recife, observou-

se aglutinação visível em alguns isolados. 

Palavras-chave: lectina, Manihot, aglutinação, eritrócitos. 

 

Introdução 

Lectinas são proteínas ou glicoproteínas capazes de aglutinar glicoconjugados, 

encontradas em diferentes tipos de organismos. Este grupo de proteínas são capazes de exercer 

diversas funções como:  participação na proteção da planta contra fitopatógenos e/ou insetos 

(OLIVEIRA et al., 2011; SANTOS, et al., 2012), atividade antimicrobiana (COSTA et al. 2010; 

CARVALHO et al., 2012) e, princípios de interações comuns reconhecendo carboidratos 

(COELHO; SILVA, 2000; COELHO et al., 2009). 
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Lectinas de plantas têm sido usadas como ferramentas analíticas ou preparatórias em 

pesquisas de glicoconjugados, e como proteínas bioativas para a indução de alguns processos 

moleculares em células ou organismos (PEUMANS;VAN DAMME, 1998). 

De acordo com a especificidade as lectinas foram classificadas em cinco grupos, 

conforme a configuração relativa dos carboidratos 3 e 4 (C3 e C4) do anel piranosídico dos 

monossacarídeos inibidores. Grupo I: L-fucose; Grupo II: galactose/N-acetil-galactosamina; 

Grupo III: glicose/manose; Grupo IV: idose, gulose, L-glicose e L-xilose, Grupo V: ácido N-

acetilneuramínico (LIS; SHARON, 1998; POVINELI; FINARDI FILHO, 2002).  

De acordo com Oda e Minami (1986) muitas lectinas são isoladas a partir de plantas ou 

animais e utilizadas para investigar as estruturas e funções da superfície celular através de 

açúcares. A grande parte das lectinas isoladas e estudadas aglutinam hemácias de animais, 

como, coelho, boi, cavalo, ovelha, galinha e de humano. Nessas pesquisas a especificidade a 

carboidratos colaboram para a caracterizar glicoproteínas e outras células compostas de 

açúcares na sua superfície. 

A grande diversidade dos estudos de lectinas se refere à extração e purificação em 

sementes de Cratylia mollis - Cramoll - Cramoll-1,4 (PAIVA; COELHO, 1992; CORREIA; 

COELHO, 1995); folhas de Bauhinia monandra - BmoLL (COELHO; SILVA, 2000); sementes 

de Moringa oleifera - WSMoL (COELHO et al., 2009); em folhas de Phthirusa pyrifolia – 

PpyLL (COSTA et al., 2010); e em folhas de Myracrodruon urundeuva – MuLL (NAPOLEÃO 

et al., 2011). 

O gênero Manihot pertence à família Euphorbiaceae, que, composta de árvores, 

arbustos, lianas e ervas, reúne 313 gêneros e aproximadamente 7 mil e 200 espécies. Com 

exceção das regiões árticas, as euforbiáceas ocorrem em todo mundo, sendo muitas delas 

cultivadas como ornamentais, como o bico-de-papagaio; medicinais, como os dois amores, 

indicada para o tratamento de calos e verrugas; e outras para extração de tinturas, ceras, espécies 

de látex, como a seringueira, e óleos, como a mamoneira (EMBRAPA, 2005). 

As euforbiáceas são plantas com amplo estudo relacionado às lectinas. Podemos 

verificar pesquisas com extração e purificação em Ricinus communis (APPUKUTTAN et al., 

1977) e Synadenium carinatum (SOUZA et al., 2005), atividade antimicrobiana em Euphorbia 

trigona (DEENEN et al., 2011) e controle de nematóides com atividade ovicida em Ricinus 

communis e Jatropa curcas (SALLES et al., 2014). 

 A mandioca (Manihot esculenta Crantz) pode ser destinada ao consumo humano e 

animal (ruminantes e herbívoros não ruminantes), podendo-se aproveitar as raízes, excelente 

fonte de energia, as ramas (parte aérea), ricas em proteína, e os subprodutos da industrialização 
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(SILVA; FERREIRA FILHO, 2007). A espécie é a única cultivada dentro do gênero Manihot 

e sua alta heterozigosidade, favorecida pelos cruzamentos naturais intraespecíficos, resultou em 

grande número de variedades com diferentes características morfológicas, permitindo sua 

adaptação às condições mais variadas de clima e solo, bem como resistência ou tolerância a 

praga e doenças (LORENZI, 2012). 

As cultivares de mandioca são classificadas em doces ou de “mesa”, também conhecidas 

como aipim, macaxeira ou mandioca mansa e normalmente utilizadas para consumo fresco 

humano ou animal; e amargas ou mandiocas bravas, geralmente usadas nas indústrias de 

transformação principalmente de farinha e fécula. De maneira bastante subjetiva, as variedades 

bravas têm sabor amargo e as doces não, são levemente adocicadas. O sabor amargo está 

associado ao potencial cianogênico, ou seja, à capacidade da liberação de ácido cianídrico 

(HCN), substância altamente tóxica (VALLE et al., 2004).  

Não há um marcador consistente para evidenciar diferenças fenotípicas entre cultivares 

bravas e mansas, mas sim uma variação muito grande em relação a esse parâmetro. Em campo, 

porém, os agricultores utilizam a morfologia (fenótipo) para separar as plantas mansas das 

bravas. Por exemplo: cor da polpa, forma do lóbulo central, cor do córtex da raíz, dentre outras 

características. Isso varia muito de uma localidade para outra. 

 Neste artigo, relatamos a purificação e caracterização de uma nova lectina isolada a 

partir das folhas de mandioca (M. esculenta Crantz). 

 

Material e Métodos 

Preparo das folhas das mandiocas 

As folhas foram colhidas aos 8 meses de idade (período em que os produtores retiram 

as plantas para comercialização) da cultivar de mandioca Recife (Manihot esculenta Crantz), 

obtidas da Embrapa Semiárido, Petrolina-PE, Brasil.  As folhas foram levadas ao laboratório, 

lavadas, secas e congeladas em freezer. 

 

Extração das proteínas 

As proteínas foram extraídas com tampão citrato-fosfato 0,01M, pH 6,5, contendo NaCl 

0,15 M na proporção 1:10 (p/v) e PVPP (polivinilpolipirrolidona) 2%, sob agitação mecânica 

por três horas em temperatura ambiente. O extrato obtido foi filtrado em algodão e centrifugado 

a 5000 rpm, por 30 minutos a 7º C. O sobrenadante foi recolhido (extrato bruto) para dosagem 

protéica e atividade hemaglutinante.  
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Dosagem de proteínas 

A determinação de proteínas foi realizada segundo a metodologia descrita por Lowry et 

al., (1951), usando albumina sérica bovina como padrão. 

 

Ensaio da atividade hemaglutinante (AH) 

 A AH foi determinada com eritrócitos de coelho e humano (sistema ABO) tratados com 

glutaraldeído, utilizando o método relatado por Correia e Coelho (1995). Placas de 

microtitulação contendo 8 fileiras de 12 poços cada, foram preenchidas com 25 μL NaCl 0,15 

M contendo ou não MnCl2 0,02 M e em seguida acrescidos com igual volume de amostra 

lectínica no segundo poço da fileira. A amostra foi submetida a uma série de diluições na base 

2, com homogeneização e transferência de 25 μL para o poço seguinte até o último poço da fila. 

Em seguida, a amostra diluída foi incubada com 25 μL de suspensão de 2,5% (v/v) de células 

vermelhas do sangue de coelho ou sangue humano glutarizadas, e deixadas em repouso em 

temperatura ambiente. Foram realizadas leituras da hemaglutinação visualmente, após 60 

minutos. Os resultados foram expressos em número de unidades hemaglutinantes (UH), que é 

calculado a partir do inverso do título da maior diluição que ainda apresentou aglutinação 

visível. Os primeiros poços que continham somente a suspensão de sangue de coelho com NaCl 

0,15 M mais MnCl2 0,02 M serviram como controle negativo. A levedura Saccharomyces 

cerevisiae (Cepa 1972) (suspensão 1 x 108 UFC mL-1), também foi submetida ao ensaio de 

aglutinação com a lectina seguindo o mesmo procedimento. 

 

Ensaio de inibição da atividade aglutinante por açúcares 

O ensaio de especificidade de ligação da lectina a carboidratos foi determinado utilizando 

soluções dos seguintes açúcares: D-galactose, D-lactose, D-manose, D-glucose, D-frutose, D-

sacarose, D-arabinose, D-trealose e D-maltose, todos com concentração inicial de 0,5 molar. 

Inicialmente realizou-se uma diluição da lectina 1:50 (cv. Recife 0,0612 mg.mL-1), logo após, 

25 µL da solução do carboidrato foi adicionado em 25 µL da solução diluente de NaCl 0,15 M 

contendo MnCl2 0,02 M, realizando  diluições seriadas. Em seguida, 25 µL da amostra da 

lectina purificada foi adicionada a cada poço, incubados durante 30 minutos em temperatura 

ambiente.  

Após pré-incubação 25 µL de eritrócitos de coelho glutarizado 2,5% (v/v) foi adicionado 

aos poços e aguardou-se 60 minutos para leitura.  
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Precipitação das proteínas com sulfato de amônio 

 Ao extrato bruto obtido adicionou-se sulfato de amônio sólido, em pequenas 

quantidades, sob agitação magnética em temperatura ambiente até atingir o percentual de 

saturação de 60% para precipitar as proteínas. Logo após, as misturas foram mantidas em 

repouso a 25º C por 24 horas. As amostras saturadas e centrifugadas a 5000 rpm, por 30 minutos 

a 7º C, tiveram seus precipitados ressuspendidos em 2 mL de tampão citrato-fosfato 0,01M, pH 

6,5, contendo NaCl 0,15 M. Em seguida, dialisadas contra água destilada (5 vezes) com 

intervalo de duas horas para cada diálise. A fração dialisada foi submetida à dosagem de 

proteínas e ensaio da atividade hemaglutinante.  

Purificação parcial das proteínas 

 As proteínas foram purificadas em coluna de afinidade de agarose-manose (3 mL), 

utilizando como eluente das proteínas não ligadas à matriz tampão PB (KCl- 0,02 g, Na2HPO4- 

0,268 g e KH2PO4- 0,024g) 0,01M, pH 7,4, e, como eluente das proteínas ligadas, solução 

tampão glicina-HCl 0,1 M, pH 2,6. A coluna foi previamente equilibrada com tampão PB 

0,01M, pH 7,4, em seguida, 3 mL da F/60 (fração) da amostra foi aplicada. Após, aplicados 

initerruptamente, tampão PB 0,01M, pH 7,4, para remoção do material não ligado à coluna e, 

logo em seguida, solução tampão glicina-HCl 0,1 M, pH 2,6. O eluato foi continuamente 

recolhido (1,5 mL) com o auxílio de um coletor de frações sob fluxo constante de 5 rpm /3,0 

min com o auxílio de uma bomba peristáltica e monitorado por espectrofotômetro em 280 

nanômetros. A partir das primeiras amostras purificadas a proteína isoladas das folhas de 

mandioca recebeu o nome de MesLL (Lectina das folhas de Manihot esculenta). 

 

Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 

A identificação e presença de bandas das proteínas foi confirmada por eletroforese em 

gel de poliacrilamida sob condições desnaturantes (SDS-PAGE), segundo o método de 

LAEMMLI (1970).  

Para isso, utilizaram-se 25 µg da amostra testada, dissolvidas em 25 µL do tampão de 

amostras, submetida à fervura 100 ºC por 5 min (condições desnaturantes) e em seguida 

aplicada a um gel com malha 12%, contendo marcador molecular (Bio-Rad). 

O coramento do gel foi realizado com solução de azul de Comassie R-250 a 0,2% em 

ácido acético glacial: metanol: água purificada (9: 22: 69) (BLUM et al., 1987). 

  

Efeito de íons metálicos, do pH e da temperatura  
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 A dependência dos cátions divalentes foi determinada após incubação da lectina por 30 

minutos com CaCl2, MgCl2 e MnCl2 (SOUZA et al., 2011) todos em uma concentração de 0,02 

molar. O efeito do pH sobre a AH foi avaliado por incubação de 25 µL da lectina purificada a 

diferentes valores de pH durante 1 h à temperatura ambiente em 25 µL dos tampões 

selecionados (0,05 M glicina, pH 2,6, 0,05 M acetato de sódio, pH 5,0, 0,05 M fosfato de sódio, 

pH 7,0, 0,05 M Tris-HCl, pH 8,5 e 0,05 M borato de sódio, pH 10,0) na presença de NaCl 0,15 

M, contendo MnCl2 0,02 M. A estabilidade da lectina frente ao calor foi avaliada através da 

incubação da proteína a diferentes temperaturas (30-100◦C) durante 30 minutos. Os ensaios de 

AH foram realizados em todos os testes. 

 

Avaliação da presença de glicídios constituintes 

 A presença de carboidratos neutros na lectina purificada foi realizada pelo método de 

DUBOIS et al., (1956). 

 

Concentração mínina inibitória (MIC) e Concentração mínima bacteririca (CBM) 

 Estirpes de bactérias Gram-positivas Enterococcus faecalis (ATCC 19433), Bacillus 

cereus (ATCC11778), Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Staphylococcus epidermidis 

(ATCC 12228) e Rhodococcus equi e bactérias Gram-negativas, Escherichia coli (ATCC 

35218), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Klebsiella XLD, Salmonella typhimurium 

(ATCC 14023), Salmonella enterica (ATCC 10708), Shigella flexneri (ATCC12022)  e 

Serratia marcescens (ATCC 13880) provenientes do Departamento de Zootecnia, Universidade 

Federal do Vale do São Francisco-Univasf, foram utillizadas no ensaio de atividade 

antimicrobiana. 

 As culturas das bactérias foram mantidas em agar nutriente (NA) ou agar Müller Hinton 

e armazenadas a 4 ° C. Para determinar a atividade antimicrobiana, cultivaram-se bactérias em 

caldo de Müller Hinton a 37 ° C durante 24 horas. As culturas foram ajustadas 

turbidimetricamente a 0,5 na escala McFarland. 

 Alíquota (200 μl) de MesLL – lectina purificada das folhas de mandioca (0,5 mg/mL 

Tampão Fosfato de Sódio, 0,05 M) foi diluída 1: 2 em 200 μl de Caldo Müller Hinton (MH) e 

diluída serialmente. Em seguida, todos os poços foram inoculados com 20 μl de cultura 

bacteriana e incubados a 37 ° C durante 24 h. O controle negativo continha MH e bactéria. 

Também foi feito o controle MH + Tampão Fosfato de Sódio, 0,05 M. As bactérias foram 

incubadas em estufa 37º C por 24 horas.  A concentração mínima inibitória (MIC) foi 
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determinada como a menor concentração da lectina em que houve uma redução do crescimento 

da bactéria em relação ao controle negativo.  

 A Concentração Bactericida Mínima (CBM) é definida como a menor concentração que 

a amostra em estudo é capaz de causar a morte do inoculo. O conteúdo de cada poço da 

microplaca foi inoculado em placas contendo ágar Mueller Hinton com o auxílio de um 

replicador e incubados por 24 horas em uma placa contento meio Mueller Hinton Ágar. A 

menor concentração onde não foi observado crescimento no ágar é considerada a CBM. Todos 

os ensaios foram realizados em triplicata. 

 

Atividade aglutinante entre a lectina (MesLL) e as bactérias endofíticas das folhas de 

mandioca 

 Foram selecionadas 20 islados bacterianos endofíticos (FR5, FR6, FR8, FR13, FR18, 

FR21, FR26, FR33, FR37, FR44, FR77, FR81, FR83 e FR88) isoladas das folhas de mandioca 

cv. Recife, além das bactérias uma amostra da levedura Saccharomyces cerevisiae foi utilizada 

como controle positivo. Essas bactérias foram crescidas em 5 mL de meio líquido caldo 

nutriente e incubadas por 48 horas sob agitação (180 rpm) a 28ºC. Após crescimento, as células 

bacterianas foram centrifugadas 9.000 g por 2 minutos, lavadas 3 vezes com NaCl 0,15 M, 

passando em cada lavagem pelo processo de centrifugação (9.000 g por 2 minutos). As 

suspensões de cada bactéria foram ajustadas para aproximadamente 108 células por mL-1.  

 O ensaio de aglutinação foi realizado em placas de microtitulação (96 poços). Neste 

ensaio adiciounou-se primeiramente aos poços 25 µL de NaCl 0,15 M como diluente, pulou o 

primeiro poço (controle) e no seguinte foi colocado 25 µL da lectina (MesLL) na concentração 

de 0,1 mg/mL e realizado diluições sucessivas. Após diluição da lectina, 25 µL da suspensão 

bacteriana 108 células por mL-1 de cada bactéria foi adicinado aos poços. A atividade de 

aglutinação foi observada e fotografada após 24 horas, utilizando microscópio OLYMPUS BH-

2. 

 

Resultados e Discussão 

 

Extração, atividade hemaglutinante e dosagem de proteínas 

 Os resultados de extração protéica (extrator tampão citrato-fosfato 0,01M, pH 6,5, 

contendo NaCl 0,15 M) são apresentados na tabela 1.  Nas concentrações iniciais obtidas de 

proteínas, não era observado hemaglutinação visível nos primeiros poços da placa de 

hemaglutinação e sim uma forte precipitação dos eritrócitos no pico retido proveniente da 
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coluna de agarose-manose. Esse fato pode ser explicado devido a estequiometria existente entre 

o alto teor da lectina e a quantidade de eritrócitos na amostra nas primeiras diluições.  

  Foi necessário efetuar diluição da amostra purificada de 1:50 utilizando como solvente 

tampão fosfato de sódio 0,05 M pH 7,0, o teor de proteína inicial era de 3,06 mg/mL e, após a 

diluição foi de 0,0612 mg.mL-1.  

 Observa-se que em cada passo do processo de purificação, os teores de proteína e 

atividade hemaglutinante aumentam. Quanto ao valor de hemaglutinação do pico retido foi de 

512 UH e seu fator de purificação nessa fração é aumentado significamente em relação à fração 

saturada com sulfato de amônio.  Esse fato indica alta atividade da lectina nas frações retidas 

da coluna de afinidade. Em pesquisas realizadas com folhas da mesma espécie estudada 

mudando somente a cultivar – Cacao, (PEREIRA et al., 2008) encontrou maior AH na fração 

saturada a 50% e essa atividade foi de 16 unidades hemaglutinantes. Esse baixo valor de AH 

comparado ao nosso trabalho pode estar relacionado com o extrator utilizado. Da mesma forma 

(SILVA et al., 2010 B) encontrou valores inferiores de AH em folhas de mandioca cv. Cacao. 

Esses autores utilizaram água destilada como extrator e essa solução pode extrair menos 

proteínas que  o tampão citrato-fosfato 0,01M, pH 6,5, contendo NaCl 0,15 M, em função da 

força iônica ser mais baixa. 

 Analisando os valores de purificação nota-se que a metodologia aplicada é eficiente para 

obtenção da lectina pesquisada. 

 

Tabela 1. Purificação da lectina de Manihot esculenta Crantz. 
     

Etapas Volume 

(mL) 

Proteína 

(mg.mL-

1) 

Proteína 

total 

(mg) 

AH 

a 

 

AHT 

b 

 

AHE 
 c 

 

Fator de 

Purificação 

 

Extrato 

Bruto 
400 0,350 140,00 128 51200 365,71 1 

Fração 

60% 
280 0,440 123,20 256 71680 581,82 1,59 

MesLL 6 0,061 0,37 512 3072 8.393,44 22,95 
a Atividade hemaglutinante foi realizada com uma suspensão de 2% de eritrócitos de coelho glutarizado; b  

Atividade hemaglutinante total=AH*volume (mL); c Atividade hemaglutinante específica= AH/proteína-1 (mg). d 

Atividade aglutinante foi realizada com uma suspensão de células da levedura S. cerevisiae (1 x 108); e  Atividade 

aglutinante total=AA*volume (mL); f Atividade aglutinante específica= AA/proteína-1 (mg). 

 

 

Caracterização e atividade da lectina 

 A lectina isolada das folhas de mandioca aglutinou eritrócitos de coelho e humano com 

concentrações de 0,0612 mg.mL-1 e, também células de Saccharomyces cerevisiae (Tabela 2) 

apresentando atividade biológica com essa levedura. Resultados similares foram obtidos por 
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MISAKI et al., (1997), estudando a lectina isolada de Crocus vernus All, eles observaram que 

a mesma interagiu seletivamente tanto com a levedura S. cerevisiae, quanto com eritrócitos de 

coelho.  

 

Tabela 2. Atividade Biológica entre a lectina (MesLL) e a levedura S. cerevisiae 

     

Etapas Volume 

(mL) 

Proteína 

(mg.mL-

1) 

Proteína 

total 

(mg) 

AA 
d 

 

AAT 
 e 

 

AAE 
 f 

 

Fator de 

Purificação 

 

Extrato 

Bruto 
400 0,350 140,00 64 25.600 182.86 1 

Fração 

60% 
280 0,440 123,20 512 143.360 1.163,64 6,36 

MesLL 6 0,061 0,37 1024 6.144 16.786,89 91,80 
d Atividade aglutinante foi realizada com uma suspensão de células da levedura S. cerevisiae (1 x 108); 
e  Atividade aglutinante total=AA*volume (mL); f Atividade aglutinante específica= AA/proteína-1 

(mg). 

 

 A lectina purificada apresentou atividade em todos os valores de pHs testados, mas sua 

maior atividade hemaglutinante (AH), foi obtida em meio neutro pH 7,0 (Figura 1A), e, esta 

atividade foi dependente do íon metálico manganês.  Os resultados de Pereira et al. (2008), 

também trabalhando com folhas de mandioca, obtiveram maior atividade hemaglutinante em 

pH 6,0, mas essa atividade foi inferior a encontrada nesta pesquisa. Com relação à sua 

termoestabilidade verificou-se que a atividade hemaglutinante foi reduzida, mas não houve 

inativação da proteína mesmo com a temperatura atingindo 100 ºC por 30 minutos (Figura 1B). 

Resultados semelhantes em relação a termoestabilidade foi observado por (SILVA et al., 2012) 

na lectina de sementes Bauhinia forficata que mostrou estabilidade a 100 ºC por 30 minutos. 

Em estudos de purificação parcial da lectina de folhas de mandioca cv. Cacao, testando a fração 

saturada a 80% com sulfato de amônio Silva et al., (2010 A) observaram que essa fração 

aglutinava eritrócitos humano tipo A, Rh positivo com estabilidade até a temperatura de 70 °C 

por 30 minutos.  

 Em relação ao conteúdo de açúcares solúveis totais, só foi detectado glicídios no extrato 

bruto numa concentração de 0,5 mg/mL, mas nas próximas etapas de purificação não há 

presença desses açúcares. Indicando que provavelmente a lectina não seja uma glicoproteína. 

Da mesma forma a lectina isolada de sementes de Dioclea rostrata não apresentou carboidratos 

ligados covalentemente a sua estrutura (CAVADA et al., 1996). No entanto, a lectina isolada 

das sementes de Jatropha curcas apresentou em sua estrutura o teor total de açúcares neutros 

de 4,91%, caracterizando-a assim como uma glicoproteína (LIN et al., 2010).  
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     Figura 1. (A) Efeito do pH e da (B) temperatura da lectina de Manihot esculenta Crantz. 

 

Ensaio de inibição da atividade aglutinante por açúcares 

 O efeito de vários açúcares sobre a ligação da lectina das folhas de mandioca junto às 

células de eritrócitos de coelho foi avaliado. Entre os açúcares testados a manose foi o único 

que conseguiu inibir parcialmente a ligação da lectina numa concentração mínima de 0,48 mM 

frente aos eritrócitos.  Nos trabalhos com purificação parcial da lectina de mandioca por Pereira 

et al (2008) e Silva et al., (2010 A) não foi verificado ensaio de especificidade à açúcares. No 

nosso estudo, essa análise foi essencial para a utilização da matriz na cromatografia de 

afinidade. Esta especificidade de ligação a manose também é uma característica das lectinas 

isoladas de Cratylia mollis Mart (CORREIA; COELHO, 1995), Canavalia ensiformis 

(KENNEDY et al., 1995), Parkia platycephala (CAVADA et al., 1997) , Castanea mollíssima 

(NG et al., 2002) e Parkia biglobosa (SILVA et al., 2013). 
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 Para LIS & SHARON (1998), a seletividade das lectinas para monossacarídeos nem 

sempre está tão alto. Assim, muitas lectinas são capazes de tolerar variações no C2 do anel de 

piranosídico e aquelas que se ligam especificamente a manose podem ligar-se ao epímero 

glicose. Com base nestes dados, podemos incluir a lectina estudada (MesLL) ao grupo ligante 

de glicose/manose. 

 

Purificação parcial da lectina  

 A purificação parcial da lectina presente nas folhas de mandiocas foi realizada usando 

cromatografia de afinidade em coluna de agarose-manose. Na figura 2 encontra-se o perfil de 

eluição da amostra. É observado dois picos distintos obtidos da cromatografia de afinidade, 

entre os quais o pico II (retido) apresentou alto valor de atividade hemaglutinante, e, essa fração 

retida apareceu como uma banda única com massa molecular aparente de aproximadamente 64 

kDa em SDS-PAGE (Figura 3). Lectinas isoladas de alguns gêneros pertencentes à família das 

euforbiáceas apresentam massa molecular entre 60 e 67 kDa (PUSZTAI, 1991; VAN DAMME 

et al., 1998), esse fato corrobora os dados encontrados. Silva et al., (2010) conseguiram 

identificar quatro bandas em SDS-PAGE a partir da coluna Sepharose CL-4B com a fração 

saturada de folhas de mandioca e, essas bandas apresentam 13, 58, 61 e 64 kDa, uma das bandas 

possui o mesmo tamanho da isolada neste estudo, mas no trabalho citado não foi possível 

determinar quais dessas bandas corresponde a lectina das folhas de mandioca. Ainda como 

exemplo de comportamento similar podemos citar a Ricina lectina dimérica pertencente a 

euforbiáceas e que possui duas subunidades distintas e com peso molecular de 63 kDa 

(POVINELI & FINARDI-FILHO, 2002), em pesquisas mais recentes DEENEN et al., (2011) 

explicam que a forma ativa da Ricina uma glicoproteína dimérica (65 kDa) é composta de uma 

cadeia tóxica A (31kDa) que está ligada por uma ligação de açúcar a uma cadeia B (34 kDa) 

via ligação dissulfeto. De forma semelhante a lectina dimérica de Euphorbia heterophylla 

apresenta massa de 65 kDa com duas subunidades idênticas de 32 kDa (NSIMBA et al., 1983). 

 De acordo com a análise em SDS-PAGE, a lectina do látex de Synadenium carinatum 

pareceu ser uma glicoproteína composta de duas cadeias polipeptídicas de 28 e 30 kDa, mas 

cromatografia de exclusão por tamanho (Sephadex G-100) e PAGE nativa revelou uma proteína 

de peso molecular aparente 120-130 kDa composta de subunidades 28 e 30 kDa (SOUZA et 

al., 2005). 
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Figura 2. Purificação de lectina de mandioca (M. esculenta Crantz - MesLL) por cromatografia 

de afinidade (agarose-manose). 

 
 

 

   
 

Figura 3 - Análise eletroforética em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) da lectina purificada de folhas 

de mandioca (Manihot esculenta) - 64 kDa, retida na coluna agarose-manose. (A) marcador molecular 

(GE-AmershamT e  (B) MesLL (25 µg). 

 

 

Concentração mínina inibitória (MIC) e Concentração mínima bacteririca (CBM) 

 A lectina isolada das folhas de mandioca (MesLL) não apresentou atividade 

antimicrobiana frente as bactérias testadas,  havendo crescimento em todas as diluições, ou 

seja, não houve inibição microbiana pela lectina.  
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Atividade aglutinante entre a lectina (MesLL) e as bactérias endofíticas das folhas de 

mandioca 

 Os ensaios de aglutinação foram realizados para investigar a possível interação de 

MesLL, uma lectina específica de manose, com bactérias endofíticas isoladas das folhas de 

mandoca. A aglutinação bacteriana foi expressa como o grau da solução aglutinina-bactéria no 

fundo da placa de microtitulação diferente do controle negativo (que contêm somente o diluente 

NaCl 0,15 M e a suspensão bacteriana para cada amostra). A aglutinação foi observada 

visualmente após a incubação das placas durante 24 horas, indicando claramente a concentração 

mínima de unidades aglutinantes (UA) que provocam a aglutinação bacteriana (Figura 4). A 

observação das placas revelou aglutinação entre MesLL e 10 (FR4-8 UA, FR18-8 UA, FR26-

4 UA, FR33-8 UA, FR36-256 UA, FR44-2 UA, FR77-16 UA, FR81-16 UA, FR83-128 UA e 

FR88-16 UA ) dos 20 isolados testados, além da levedura Saccharomyces cerevisiae (1024 UA) 

com um título de aglutinação variável em cada isolado. Em pesquisa similar RAMOS et al., 

(2016), verificaram aglutinação visível entre a lectina (BmoLL) isolada das folhas de Bauhinia 

monandra (galactose específica) e a bactéria Pseudomonas aeruginosa UFPEDA598, com o 

título de 16-1 unidades aglutinantes, mas não houve aglutinação com os endofíticos isolados das 

folhas de Bauhinia monandra. Esses autores relatam que não há um mecanismo plausível 

sugerido para a interação de lectinas com endofíticos foliares e, a lectina poderia está 

interagindo com micro-organismos endofíticos como um fator inibidor, simbiótico ou 

estimulante. 
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Figura 4.  Aglutinação de bactérias endofíticas e  lectina purificada de folhas de mandioca (Manihot 

esculenta) MesLL.  A- Suspensão do isolado FR33, controle; B- Suspensão do isolado FR33 com a 

lectina MesLL; .  C- Suspensão do isolado FR88, controle; D- Suspensão do isolado FR88 com a lectina 

MesLL; .  E- Suspensão da levedura  S. cerevisiae, controle; F- Suspensão da levedura  S. cerevisiae 

com a lectina MesLL;    (                  )  Aglutinação. 

 

 

 

Conclusões 

 

 As folhas da cultivar Recife de mandioca (Manihot esculenta Crantz) apresentam lectina 

que pode ser incluída no grupo ligante de glicose/manose com inibição à manose, revelando 

especificidade tanto a eritrócitos de coelho e humano quanto à células de Saccharomyces 

cerevisae e, em SDS-PAGE aparece como uma banda única de aproximadamente 64 kDa. Nos 

testes de atividade antimicrobiana, a lectina não inibiu o desenvolvimento das bactérias 

patogênicas.  No entanto, foi observado interação da lectina tanto com a levedura 

Saccharomyces cerevisae, quanto com bactérias endofíticas isoladas das folhas. 
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CONCLUSÕES 

 

➢ Conhecimento e compreensão sobre a cultura da mandioca através da realização da 

Revisão Bibliográfica. 

➢ Não houve diferenças significativas entre os meios de culturas utilizados na quantidade 

de bactérias endofíticas isoladas. No entanto, a frequência de bactérias foi maiores nas 

raízes e menores nos ramos secundários, nas duas cultivares analisadas.  

➢ As colônias isoladas foram caracterizadas morfologicamente e fenotipicamente. A 

população de bactérias encontrada nas duas cultivares de mandioca apresentou variação. 

De maneira geral, as duas cultivares mostraram colonização por bactérias endofíticas 

dos gêneros: Curtobacterium, Pseudomonas, Enterobacter, Kosakonia, 

Rhizobium, Pantoea, Cronobacter, Bacillus, Microbacterium e Stenotrophomonas. Os 

gêneros Pantoea, Cronobacter foram encontrados somente na cultivar Recife e os 

Microbacterium e Stenotrophomonas na cultivar Engana Ladrão. O gênero 

Pseudomonas mostrou-se o mais representativo para as duas cultivares de mandioca. 

➢  No ensaio de atividade antimicrobiana foi detectada atividade inibitória entre as 

bactérias testadas das duas cultivares selecionadas e os fungos patogênicos 

Lasiodiplodia theobromae, Neofusicoccum parvum, Botryosphariria dothidia e 

Colletotrichum dianesii, variando a frequência de inibição.  

➢ As folhas da cultivar Recife de mandioca apresentam lectinas que podem ser incluídas 

no grupo ligante de glicose/manose com inibição à manose. 

➢ A lectina apresenta especificidade tanto a eritrócitos de coelho e humano, bem como 

quanto às células de Saccharomyces cerevisae. 

➢  Em SDS-PAGE aparece como uma banda única de aproximadamente 64 kDa. 

➢  Nos testes de atividade antimicrobiana, a lectina não inibiu o desenvolvimento das 

bactérias patogênicas.   

➢ Em relação à interação da lectina com bactérias endofíticas isoladas das folhas da 

cultivar Recife, observou-se aglutinação visível em alguns isolados. 
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ANEXO 1 – NORMAS DO PERIÓDICO ADVANCES IN RESEARCH 
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ANEXO 2 – NORMAS DO PERIÓDICO MICROBIOLOGICAL RESEARCH 
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ANEXO 3 – NORMAS DO PERIÓDICO ENVIRONMENTAL TECHNOLOGY 
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