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RESUMO

Investigacdo da microbiota endofitica onipresente em microplantas “axénicas”.

A cultura de tecidos tem sido uma importante ferramenta amplamente utilizada
para diversas finalidades, dentre elas a micropropagacdo tem merecido destaque
devido a rapida producdo de mudas saudaveis num espaco fisico reduzido. Dentro
deste contexto, o termo, plantas axénicas, tem sido difundido como um ideal a ser
atingido nesta técnica, havendo a busca cada vez maior de métodos que eliminem de
forma eficaz toda e qualquer contaminacdo que possa, eventualmente, crescer no meio
de cultura. No entanto, cada vez mais se observa que a concepc¢ao de contaminacao
dentro da cultura de tecidos deve ser revista, assim como a de planta axénica, pois
inimeros trabalhos tém mostrado, que mesmo em microplantas assintomaticas
consideradas axénicas, existe uma comunidade endofitica onipresente e que na sua
grande maioria desempenha papel fundamental no estabelecimento, desenvolvimento e
aclimatizacao das culturas, sendo, portanto, microrganismos benéficos que devem ser
conservados no cultivo in vitro. Dessa forma, o presente trabalho teve como principal
objetivo investigar a microbiota endofitica presente em diversas espécies de
microplantas assintomaticas consideradas “axénicas”, independente de seu protocolo
de cultivo in vitro, local, método de micropropagacdo e manipulacdo. Para tal, foram
utilizadas microplantas assintomaticas, em fase de multiplicacdo por mais de um ano,
provenientes de trés laboratoérios diferentes, submetidas a caracterizacdo por meio de
testes histoquimicos, a analises ultraestruturais, a isolamento em diferentes meios de
cultura por dois métodos (trituracdo e fragmentacao), a analises moleculares utilizando
a extracdo do DNA gendmico total e PCR-DGGE, além da extracdo e sequenciamento
do DNA dos isolados obtidos. Os resultados obtidos pelo isolamento, testes
moleculares e andlises ultraestruturais, evidenciaram a presenca de uma comunidade
endofitica, colonizando os tecidos de diferentes espécies de microplantas, provenientes
de trés laboratérios distintos. Dessa forma, conclui-se que a inexisténcia de plantas
axénicas deve ser considerada, futuramente, como um aspecto positivo dentro da
cultura de tecidos, uma vez que, essa comunidade endofitica pode atribuir
caracteristicas de interesse agronémico as diferentes espécies vegetais.

Palavras-chave: Microplantas; Axénicas; Endofiticos; Onipresenca; DNA; PCR-DGGE
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ABSTRACT

Investigation of ubiquitous endophytic microbiota in "axenic" microplants.

Tissue culture has been an important tool widely used for various purposes,
among them the micropropagation has been highlighted due to the rapid production of
healthy seedlings in a small space. Within this context, the term axenic plant has been
distributed as an ideal to be achieved in this technique, which the search based on
numerous methods that effectively eliminate any contamination that may eventually
grow into the culture medium. However, it is seen that the conception of contamination
in tissue culture should be reviewed as well as axenic plants, because several studies
have shown that even in asymptomatic microplants considered axenic, there is an
ubiquitous and that the endophytic community mostly plays a fundamental role in the
establishment, development and acclimatization of cultures, therefore, beneficial
microorganisms that should be preserved in vitro. Thus, this study aimed to investigate
the endophytic microbiota present in several species of micro asymptomatic considered
"axenic" regardless of their protocol for in vitro culture, location, method of
micropropagation and manipulation. For this purpose, were used asymptomatic
microplants in multiplication stage by more than one year, from three different
laboratories, and were submitted to characterization by histochemistry tests,
ultrastructural analysis, isolation in different culture medium by two methods (grinding
and fragmentation), molecular analyses using the extraction of total genomic DNA and
PCR-DGGE, in addition to extracting and sequencing the DNA of the isolates obtained.
The results obtained by the isolation, molecular and ultrastructural analysis, showed the
presence of an endophytic community colonizing the tissues of different species of
microplants, from three different laboratories. Thus, it was concluded that the
inexistence of axenic plants should be considered in future as a positive aspect in the
tissue culture, since this endophytic community can give agronomical traits to different
crop species.

Keywords: Microplants; Axenic; Endophytic; Ubiquitously; DNA; PCR-DGGE
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1 INTRODUCAO

A cultura de tecidos vegetais € amplamente utilizada com diversas finalidades,
dentre elas a micropropagacdo tem merecido destaque devido a rapida producdo de
mudas saudéaveis num espago fisico reduzido (ALVARES; CALDAS, 2002; DONATO et
al., 2005; LIMA; MORAES, 2006). Inumeros fatores determinam o sucesso da cultura de
tecidos, no entanto, 0 mais importante deles é a contaminacdo microbiana, sendo a
razdo de muitos estudos. A contaminagdo dos explantes €, indubitavelmente, o mais
severo transtorno para a técnica de micropropagacao de plantas por ser um dos
principais responsaveis por perdas severas em biofabricas e laboratorios de pesquisa
(DANTAS; OLIVEIRA; CAMARA, 2002; DONATO et al., 2005).

Na técnica in vitro a contaminacdo dos tecidos é devida a presenca de
microrganismos epifiticos, oportunistas ou patogénicos, que podem penetrar nos
tecidos através de fendas na epiderme, pelos estdmatos, ou ainda por microlesoes,
causando no meio de cultivo, severa contaminacdo. A contaminacdo microbiana pode,
também, estar associada a uma desinfestacao ineficiente da superficie do explante, ou
ao manuseio incorreto durante a subcultura (LONDE et al., 2007; PANICKER et al.,
2007).

A microplanta denominada axénica é aquela cultivada em condicbes assépticas
e que durante todo o seu desenvolvimento ndo se constata a presenca de nenhum
microrganismo. Entretanto, esporadicamente, apds um periodo de estresse mecanico,
fisico ou nutricional, observa-se 0 crescimento de pequenas colbnias de
microrganismos no meio de cultura ou sobre as microplantas, até entdo assintoméaticas
(ALMEIDA; YARA; ALMEIDA, 2005; THOMAS; PRAKASH, 2004; THOMAS;
PRABHAKARA; PITCHAIMUTHU, 2006; THOMAS et al., 2008).

Como explicar, entdo, que microplantas assintomaticas e axénicas possam
apresentar em seu interior algum tipo de microrganismo? Tal questionamento tem sido
o foco de muitas pesquisas que sugerem gue esses microrganismos sejam endofiticos,
fato esse extensivamente estudado em plantas cultivadas in vivo, mas até entao
desconhecidos no cultivo in vitro.

Recentes observagbes comprovam a existéncia de endofiticos em culturas in
vitro consideradas axénicas (ABREU-TARAZI et al., 2010; ALMEIDA; YARA; ALMEIDA,
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2005; ALMEIDA et al., 2009; THOMAS et al., 2008). Dessa forma, 0 que se acreditava
ser contaminacdo, frequentemente atribuida a uma ma desinfestacdo, pode ser na
realidade o crescimento de endofiticos presentes no interior da planta, ndo eliminados
pelos desinfetantes utilizados (PANICKER et al., 2007). Na maioria das vezes, esses
microrganismos ndo se manifestam de forma visivel e nem crescem no meio de cultura,
sendo observados somente em andlises microscopicas das plantas micropropagadas,
contradizendo, portanto, a suposicdo de que estas plantas sdo isentas de
microrganismos (BARROW; OSUNA-AVILA; REYES-VERA, 2004).

A presenca desses enddfitos ndo necessariamente afeta negativamente o
desenvolvimento das microplantas, inferindo-se inclusive, tratar—se de uma associagao
neutra ou benéfica. Até o final da década de 70 desconheciam-se os efeitos benéficos
ou maléficos dos microrganismos endofiticos. No entanto, estudos posteriores
revelaram propriedades de interesse, como a protecdo contra predadores e patégenos.
Atualmente, outras propriedades importantes lhes sé@o atribuidas, como o aumento da
resisténcia a condicfes de estresse, alteracdes de propriedades fisioldgicas, producéo
de fitormobnios, toxinas, farmacos e compostos de interesse biotecnolégico, como
enzimas (AZEVEDO et al., 2000; STAMFORD et al.,, 2001, 2002; STROBEL, 2003;
SUTO et al.,, 2002; THOMAS; KUMARI, 2010). Sob este ponto de vista, segundo
Pamphile e Azevedo (2002), os produtores devem levar em consideragdo ndo somente
as vantagens e atribuicbes genéticas das plantas, mas também os enddfitos que ela
abriga, podendo contribuir para um aumento nas caracteristicas de interesse
agrondémico.

Dessa forma, o conceito de planta axénica deve ser revisto e aprimorado, de
modo que seja considerada a existéncia de uma microbiota endofitica nas microplantas.
Sendo assim, torna-se evidente a necessidade de estudos aprofundados para melhor
compreender essa associacdo de maneira a contestar o paradigma de que plantas
cultivadas sob condi¢cGes assépticas, sejam caracterizadas como axénicas, inferindo-se
gue existe uma microbiota onipresente em todas as espécies vegetais. Por essas
razdes, este estudo se fundamentou nas seguintes hipoteses: 1 — existe semelhanca na
microbiota endofitica entre laboratorios distintos? e 2 — ha semelhanca entre a

microbiota endofitica de diferentes espécies de microplantas?
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar a microbiota endofitica em diversas espécies de microplantas
assintomaticas consideradas “axénicas”, independente de seu protocolo de cultivo in

vitro, local e método de micropropagacao.

2.2 Objetivos Especificos

a) Caracterizar e comparar as diferentes espécies de microplantas por meio de testes
histoquimicos;

b) Confirmar a presenca da microbiota endofitica de microplantas “axénicas” cultivadas

em diferentes laboratérios, por meio de isolamento e analises ultraestruturais;

c) Caracterizar molecularmente a microbiota endofitica, por meio da extracdo de DNA
gendmico total de microplantas e métodos de PCR-DGGE, bem como a extracdo do

DNA de microrganismos isolados e sequenciamento parcial.



16



17

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Culturade Tecidos Vegetais

O cultivo de plantas in vitro ou cultura de tecidos vegetais pode ser definido como
o cultivo, em ambiente artificial sob condicbes assépticas e controladas, de células
vegetais isoladas, ou tecidos ou o6rgdos, que podem dar origem a plantas inteiras,
diretamente do explante ou indiretamente através de calos. Trata-se de uma
biotecnologia, que compreende varios métodos de propagacao vegetal em laboratério
e, atualmente, vem sendo amplamente utilizada como ferramenta para o estudo do
metabolismo, fisiologia, desenvolvimento e reproducdo de plantas com propriedades
desejaveis, tais como resisténcia a pragas e acumulo de substancias ativas de
interesse comercial (GEORGE, 1996; LAKSHMANA et al., 2005; TORRES; CALDAS;
FERREIRA, 1998).

A cultura de tecidos vegetais tem atraido a atencdo dos pesquisadores desde o
inicio do século XX, Haberlandt, em 1902, foi o primeiro a cultivar células de tecidos
somaticos de varias espécies de plantas em solucdo nutritiva (TORRES; CALDAS;
FERREIRA, 1998). Com a redescoberta dos principios béasicos de segregacdo de
Mendel no inicio do século XX, ocorreu paralelamente o desenvolvimento de estudos
genéticos de animais e plantas, verificando-se concomitantemente um progresso
consideravel nas técnicas de cultivo in vitro de células e tecidos de plantas (FERREIRA;
CALDAS; PEREIRA, 1998).

As técnicas de cultura de tecidos tém sido empregadas de diferentes formas no
desenvolvimento de cultivares superiores de plantas, sendo utilizadas em uma ou outra
etapa do melhoramento, como alternativa em suas diferentes fases, ou como solucao
anica, contribuindo em maior ou menor escala de acordo com os objetivos e com as
caracteristicas biologicas da espécie-alvo (CHENGALRAYAN; ABOUZID; GALLO-
MEAGHER, 2005; FERREIRA; CALDAS; PEREIRA, 1998; ULISSES et al., 2000). Além
dos aspectos do melhoramento genético das plantas, a cultura de tecidos é
amplamente utilizada na propagacao vegetativa in vitro ou micropropagacao, sendo a

aplicacado mais pratica e de maior impacto da cultura de tecidos, que tem como principal



18

objetivo a aceleracdo dos métodos convencionais de propagacao vegetativa (DONATO
et al., 2005; LIMA; MORAES, 2006).

A micropropagacao se tornou a saida para o cultivo de muitas plantas que
possuem limitacbes na propagacdo sexuada, além da alta taxa de multiplicacdo e
qualidade em comparacdo aos métodos tradicionais (LIMA; MORAES, 2006;
NIETSCHE et al.,, 2006). As principais vantagens das plantas propagadas in vitro
(microplantas) sédo: a rapidez com que se obtém um grande nimero de mudas em
instalacdes reduzidas, e a obtencéo de plantas livres de doencas e pragas, o que reduz
a dispersao de organismos fitoparasitas (ALVARES; CALDAS, 2002; DAMASCO et al.,
1996; LIMA; MORAES, 2006). Plantas micropropagadas, quando comparadas as
plantas oriundas de propagacdo convencional, sobrevivem mais no campo, crescem
mais rapidamente nos primeiros estadios de desenvolvimento, possuem maior
precocidade, florescendo até quatro meses antes, além de apresentarem uniformidade
de producéo, proporcionando colheitas superiores (ALVARES; CALDAS, 2002).

Inimeros séo os fatores que influenciam a multiplicacdo in vitro, tais como, a taxa
de multiplicacdo, altura das plantas, presenca e intensidade de estiolamento, forma,
coloracdo e tamanho das folhas, formacéo de calos, desenvolvimento de raizes, perdas
por contaminagdo microbiana, oxidacéo e eficiéncia da aclimatacdo (LIMA; MORAES,
2006). Por essa razdo, hd um grande requerimento de cuidados que vao desde o
estabelecimento destas plantas in vitro até a manutencéo delas, durante os meses de
desenvolvimento. (NISHIMURA et al., 2002). Dentre eles, o fator mais determinante
para 0 sucesso ou ndo do cultivo in vitro € a contaminac&do microbiana, constituindo-se
como uma ameaca séria a cultura de tecidos, admitida por todos os pesquisadores, que
discutem protocolos mais eficientes, mas raramente informam ou mencionam em suas
publicacdes cientificas maneiras mais eficientes de controla-la (KAMOUN; LEPOIVRE;
BOXUS, 1998; PANICKER et al., 2007).

Dessa forma, o aprimoramento constante dos processos de multiplicagdo in vitro
e o0 controle de qualidade das mudas, aliado a reducéo de custos, tém sido essenciais
para a sua aceitacdo no mercado (DIAZ et al., 2009; NIETSCHE et al., 2006).
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3.2 Plantas Axénicas

As principais exigéncias para um protocolo de micropropagacao viavel incluem a
formulacdo de meios de cultura simples, poucos procedimentos nas fases de producéo,
taxas consistentes de propagacéo, sustentabilidade do sistema em longo prazo e acima
de tudo um controle adequado da contaminacdo microbiana. No tocante a
contaminacdo microbiana, pode-se afirmar que as plantas axénicas sdo aquelas
consideradas livres de todo e qualquer microrganismo, sendo o termo amplamente
utilizado na cultura de tecidos (PANICKER et al., 2007).

A contaminacdo microbiana é o principal problema que impede a aplicacdo da
cultura de tecidos, havendo uma tendéncia geral em atribuir essa contaminacdo as
proprias matrizes que ndo foram submetidas a uma desinfestacdo eficaz da superficie
do explante no processo de iniciagdo da cultura, ou do manuseio em laboratério,
utilizando praticas estéreis ineficientes durante a manipulacdo (PANICKER et al., 2007;
THOMAS; PRABHAKARA; PITCHAIMUTHU, 2006; THOMAS; PRAKASH, 2004;
THOMAS et al., 2008). As contaminacdes bacterianas sdo mais drasticas e trazem duas
consequéncias basicas: a primeira € a perda de tempo e de recursos financeiros ou
genéticos pela eliminacdo de frascos contaminados, e a segunda € 0 risco de
contaminacdo de outras plantas (LOPES, 1988; THOMAS; PRABHAKARA;
PITCHAIMUTHU, 2006; THOMAS; PRAKASH, 2004).

A maior dificuldade no processo de desinfestacdo € obter um tecido
descontaminado sem conduzi-lo a morte quando isolado, uma vez que se utiliza
compostos que certamente reduzem a capacidade de resposta morfogénica dos
explantes, exigindo dessa forma, o emprego de bioreguladores mais fortes para
alcancar o objetivo de propagacéao, o que pode acarretar em sérios efeitos colaterais,
como a variagdo somaclonal. Os antibidticos e fungicidas s&o, ocasionalmente,
utilizados para o controle in vitro de microrganismos, podendo 0S mesmos serem
adicionados ao meio de cultura ou submetendo os explantes a banhos sob agitagao,
durante alguns dias, porém, o uso de certos antibioticos tem sido limitado devido a
toxicidade para as plantas (DONATO et al., 2005; LONDE et al., 2007). A limpeza dos

propagulos pode, por outro lado, eliminar também microrganismos identificados como
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nao patogénicos que beneficiam a cultura (BARROW; OSUNA-AVILA; REYES-VERA,
2004; DIAS et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2002; WEBER et al., 2004).

Segundo Thomas et al. (2007), uma exigéncia universal primaria para o trabalho
de cultura de tecido € assepsia, mas as observacdes sugerem que € praticamente
impossivel adquirir culturas assépticas com esterilizacdo normal da superficie, o que
incita a possibilidade da cultura de tecidos ndo axénicos como uma opc¢ao futura. Varios
estudos ja demonstraram uma grande diversidade de aspectos benéficos que
microrganismos simbiontes podem promover a planta hospedeira, como aumento no
crescimento e sobrevivéncia de microplantas na fase de aclimatizacdo e a rapidez da
producdo de biomassa (AKELLO et al., 2007; WEBER et al.,, 2004). Sendo assim, a
presenca de tais microrganismos pode ndo somente, nao representar problemas reais a
cultura, como representar um ganho ao manté-los na planta, pois, além de néo
apresentarem caracteristicas patogénicas, também se configuram, na atualidade, como
vetores genéticos, como agentes de controle biolégico, como fonte de metabdlitos
secundarios, entre outros (ALMEIDA, YARA, ALMEIDA, 2005; PEREIRA; CARNEIRO-
VIEIRA; AZEVEDO, 1999).

A interacdo entre plantas e microrganismos pode estimular o crescimento
vegetal, seja por competicdo com patdogenos ou por inducdo de efeitos de outros
microrganismos Uteis, ocasionando beneficio as plantas (ARRUDA, 2000). Por essa
razao, sdo muito importantes os estudos com uma abordagem positiva da presenca de
endofitos naturais no cultivo in vitro. Isto, porque, varios estudos ja evidenciam a
onipresenca de endodfitos “encobertos” em varias espécies in vitro, dentre elas videira,
mamoeiro, meloeiro, bananeira, abacaxizeiros e palmeiras (ABREU-TARAZI et al.,
2010; ALMEIDA; YARA; ALMEIDA, 2005; ALMEIDA et al., 2009; THOMAS et al., 2008).

3.3 Microrganismos Endofiticos

Microrganismos que vivem dentro de tecidos de plantas em parte ou em todo o
seu ciclo de vida sem causar qualquer sintoma visivel de sua presenca, podendo ser
isolados de tecidos de plantas que tiveram sua superficie desinfestada, sdo definidos
como endofiticos (ARAUJO et al., 2002; BANDARA; SENEVIRATNE; KULASOORIYA,
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2006; GAMBOA; LAUREANO; BAYMAN, 2002; GOND et al., 2007; GUO et al., 2008;
LARRAN; MONACO; ALIPPI, 2001; PETRINI, 1991; REITER et al., 2003; SAIKKONEN,
2007; SANTOS et al., 2003; SUN et al., 2008; TEJESVI et al., 2005). Eles habitam as
regides saudaveis da planta, ou regides assintomaticas, numa densidade entre 10° a
10® UFC por grama de tecido fresco (BANDARA; SENEVIRATNE; KULASOORIYA,
2006; GARBEVA et al., 2001).

Os endofitos diferem-se dos epifitos, por habitarem o interior das plantas, e dos
fitopatdgenos por ndo causarem doencas (SOUZA et al.,, 2004). De acordo com as
estratégias de vida dos enddfitos eles podem ser classificados em obrigatérios ou
facultativos. Os obrigatdrios sdo estritamente dependentes da planta hospedeira para
seu crescimento e sobrevivéncia, jA os facultativos possuem uma fase de seu ciclo
dentro da planta hospedeira e outra em que vivem fora delas (HARDOIM; OVERBEEK;
ELSAS, 2008).

Endofitos sdo onipresentes nos tecidos vegetais, tendo sido isolados de flores,
frutos, folhas, caules, raizes, e sementes de varias espécies vegetais (KOBAYASHI;
PALUMBO, 2000; MCINROY; KLOEPPER, 1995; MELNICK et al., 2008; PICCOLO et
al., 2010; THOMAS et al., 2007). Alguns sdo mais frequentes em determinado tipo de
vegetal, designados dominantes, em contraposi¢do ha outros mais raros, chamados de
secundarios (PILEGGI, 2006). Desde 1940, tem-se relatado a presenca de enddfitos
colonizando os tecidos saudaveis de diversas plantas como, batata, tomate, pepino,
trigo, leguminosas, algodéao e citros (RAI et al., 2007).

As associacdes de microrganismos endofiticos com seus hospedeiros séo
variadas e complexas e o0 entendimento dessas interagcbes ainda € prematuro
(NEWMAN; REYNOLDS, 2005; SOUZA et al., 2004), podendo ser definidas como
simbidticas ou neutras (SOUZA et al., 2004). Na maioria dos casos as relagfes entre 0s
endofiticos e as plantas hospedeiras sdo simbidticas e provavelmente mutualisticas
(GUO et al., 2008; MELNICK et al., 2008).

Nas interacdes simbidticas os microrganismos endofiticos recebem nutrientes e
protecdo da planta hospedeira que, por sua vez, sdo beneficiadas ao abrigé-los, pois
podem auxiliar o crescimento e desenvolvimento, o estabelecimento sob condi¢cbes

adversas, a rapidez do aparecimento da muda, resisténcia a nematoides e a diversos
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patégenos, produzindo antibitticos, ou colonizando um nicho ecologico semelhante ao
dos fitopatogénicos (ALMEIDA; YARA; ALMEIDA, 2005; ARAUJO et al., 2002;
BANDARA; SENEVIRATNE; KULASOORIYA, 2006; GUO et al., 2008; TEJESVI et al.,
2005), além de produzirem ou induzirem a producdo de metabdlitos primarios,
secundérios e outros compostos quimicos como enzimas, alcaldides e antibioticos
(FIRAKOVA; STURDIKOVA; MUCKOVA, 2007; GOND et al., 2007; HOL et al., 2007;
TEJESVI et al., 2005).

A relacdo entre a planta hospedeira com a comunidade e diversidade endofitica
envolve um processo de co-evolucéo, regido pela sua colonizacao, que, por sua vez, é
influenciada pelo gendtipo, estadio de crescimento, status fisiolégico e tipo de tecido da
planta, além de condices ambientais e praticas agricolas (COMPANT; CLEMENT,;
SESSITSCH, 2010; FIRAKOVA; STURDIKOVA; MUCKOVA, 2007; FORCHETTI et al.,
2007; HARDOIM; OVERBEEK; ELSAS, 2008; SIEBER, 2007). A composicao da
comunidade associada com as plantas pode, ainda, ser diferente, dependendo da
espécie, do tipo de cultivar, e até mesmo entre espécies transgénicas e suas
respectivas progenitoras (ANDREOTE et al., 2010). A co-evolucdo das plantas com
enddfitos conduz a uma intima relacdo, ocasionada por mudancas na informacdo em
nivel celular e molecular (ARAVIND et al., 2010; BACON; HINTON, 2006), que podem
contribuir de diferentes formas na sanidade e desenvolvimento da planta.

Embora o conhecimento da ecologia e filogenia de microrganismos endofiticos
tenha se acumulado rapidamente durante as Ultimas duas décadas, perguntas basicas
sobre a origem evolutiva, especiacdo e papel ecologico dos endofiticos permanecem
largamente sem resposta (SAIKKONEN et al., 2004). Sabe-se que de aproximadamente
300.000 espécies de plantas existentes na terra, cada uma é hospedeira de um ou mais
endofiticos, especialmente plantas lenhosas, que podem conter inUmeras espécies
(SAIKKONEN, 2007; GUO et al., 2008).
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3.3.1 Aplicagdes na Agricultura

3.3.1.1 Controle Bioldgico

Uma das grandes preocupacdes atuais com a agricultura de uma maneira geral
concentra-se no ataque dos patdgenos e, consequentemente, na instalagdo da doenca
gque em muitos casos pode levar a morte da planta ou a uma drastica reducdo da
produtividade. Para resolver este problema, na maioria das vezes, utilizam-se produtos
como inseticidas, fungicidas e antibiéticos, que além de promoverem a reducdo da
doenca, eliminam importantes espécies de insetos que controlam outras pragas e
microrganismos que desempenham papel importante no ambiente (AZEVEDO et al.,
2000). Dessa forma, o controle bioldégico surge como uma nova alternativa no combate
a pragas e doencgas, uma vez que permite um manejo racional sem afetar outras formas
de vida e sem contaminar o ambiente, por ser altamente especifico (LIU et al., 2007).

Dentro do controle biolégico de doencas o uso de microrganismos endofiticos
tem gerado bons resultados (ARAVIND et al., 2010). A efetividade dos endofiticos como
agentes de controle biolégico depende de muitos fatores, podendo-se citar: a
especificidade da planta hospedeira, a dinamica de populagédo e padréo de colonizacao
da planta, a habilidade para mover-se dentro dos tecidos da planta e a habilidade para
induzir resisténcia sistémica (MELNICK et al., 2008). Investigacdes bioquimicas de
plantas bacterizadas mostraram uma alteracdo marcada na fisiologia da planta
hospedeira, como também mudancas anatémicas e estruturais, no inicio do processo
de resisténcia induzida pelas bactérias em varias plantas (BENHAMOU; KLOEPPER,;
TUZUN, 1998).

O processo de imunizacdo ou resisténcia induzida tem sido o foco de interesse
de varios estudos (BENHAMOU; KLOEPPER; TUZUN, 1998). Os efeitos benéficos para
as plantas hospedeiras incluem: aumento da tolerancia a seca, impedimento de
herbivoria, prote¢do contra nematoides, e resisténcia contra patogenos fangicos (MEJIA
et al., 2008). Muitos endofiticos podem excretar substancias antimicrobiais que podem
estar envolvidas numa associacdo simbidtica com a planta hospedeira (SUN et al.,
2006). Dessa forma, os endofitos podem especificamente inibir a infec¢ao e proliferacao
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do patégeno diretamente dentro da planta hospedeira, ou indiretamente por induzir
respostas de resisténcia intrinseca a planta (MEJIA et al., 2008).

Muitos endofiticos apresentam acéo fungicida para Fusarium oxysporum e
Rhizoctonia solani em algodao, Verticillium dahliae, Verticillium sp., e R. solani em
batata, Sclerotium rolfsii em feijdo (CHO et al., 2007; SINGH et al., 2008). Espécies de
fungos endofiticos isoladas de plantas cultivadas in vitro e in vivo por Almeida; Yara e
Almeida (2005), mostraram potencial para o uso no controle biolégico de patégenos
causadores do apodrecimento radicular de pupunheiras (Bactris gasipaes).

Espécies de bactérias endofiticas atuam intimamente na planta hospedeira com
atividade antagbnica a fungos e bactérias patogénicas, podendo-se citar a
Acinetobacter baumannii, efetiva no combate ao crescimento de diversos fungos
patogénicos, tais como: Cryphonectria parasitica, Glomerella glycines, Phytophthora
capsici, Fusarium graminearum, Botrytis cinerea, e Rhizoctonia solani (LIU et al., 2007).
Espécies, como Bacillus pumilus e Bacillus subtilis, sdo conhecidas pela sua atividade
de protecdo devido a producdo de antibidticos e enzimas hidroliticas (ADAMS et al.,
2008; REVA et al., 2002). B. pumilus inibe o crescimento de fungos por produzir
enzimas proteoliticas que degradam a parede de celular (ADAMS et al., 2008; KUMAR,
2002; NIELSEN; SORENSEN, 1997).

Outra caracteristica marcante de bactérias do género Bacillus, consiste no fato
de produzirem esporos com alta tolerancia a condi¢cdes ambientais adversas, permitindo
seu uso em formulacdes de biopesticidas para aplicacdo no campo com menor impacto
ambiental, além disso, o uso de linhagens de Bacillus no biocontrole, em relacdo a
outras bactérias, oferece as seguintes vantagens: sdo mais faceis de cultivar e
armazenar; podem ser aplicadas como esporos em sementes e plantas ou como
inoculantes; possuem um amplo espectro de agdo contra varios patdégenos microbianos;
e adicionalmente podem estimular o crescimento das plantas (CHOUDHARY; JOHRI,
2009; FORCHETTI et al., 2007; HERNANDEZ et al., 2009; ZHAO, et al., 2010).

Diversos estudos realizados nos ultimos vinte anos tem focado principalmente o
controle de nematdides parasitas de plantas. Tais estudos comprovaram a
suscetibilidade desses nematodides a uma diversidade de fungos e bactérias presentes

no solo, criando a possibilidade do uso de alguns microrganismos, como Pasteuria,
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Pseudomonas e Bacillus, como agentes de biocontrole desses parasitas (TIAN; YANG;
ZHANG, 2007). Mendoza e Sikora (2009) relataram que Bacillus firmus é o agente
bioldgico presente no bionematicida registrado em Israel com o nome comercial de
Bionem® WP (KEREN-ZUR et al., 2000; MENDOZA; SIKORA, 2009). A eficacia deste
bionematicida é relatada para o controle de diferentes nematdides como Meloidogyne
incognita, Helicotylenchus spp, Tylenchorhynchus spp, Radopholus similis e Ditylenchus
dipsaci (MENDOZA; SIKORA, 2009).

A protecdo antipatogénica mediada por endofiticos contra nematéides foi
observada em gramineas tropicais, plantas de tomateiro e bananeiras, e contra fungos
patogénicos para feijdo e cevada, porém, mesmo com essas evidéncias de que os
endofiticos podem reduzir os danos causados pelos patégenos, pouco se conhece
sobre o papel desses microrganismos em sistemas naturais e ainda, como eles podem
ser explorados como uma estratégia no controle biolégico de plantas (MEJIA et al.,
2008).

3.3.1.2 Promocao de Crescimento

Estudos sugerem que os microrganismos endofiticos também atuam nas plantas
como excelentes promotores de crescimento, sendo relatada sua eficiéncia em plantas
de arroz, com aumento significativo do rendimento dos grdos, em plantas de cana-de-
acucar, entre outras. Neste contexto, cabe destacar duas endobactérias comuns a
muitas plantas Rhizobium e Azorhizobium, que aumentam a absorcdo de nutrientes
pelo aumento de raizes laterais, promovendo o crescimento em altura e espessura da
parte aérea (BANDARA; SENEVIRATNE; KULASOORIYA, 2006; TING et al., 2008).

O termo rizobactéria é geralmente usado para designar a ocorréncia natural de
bactérias que vivem livres no solo envolvidas em associa¢cdes benéficas com as
plantas, promovendo seu crescimento (EL-TARABILY, 2008). Tais bactérias séo
classificadas por dois mecanismos: - 0 primeiro € o mecanismo direto, no qual estédo
envolvidas as producdes de compostos que favorecem o crescimento das plantas,
como auxinas, citocininas, giberelinas e poliamidas; além de estarem envolvidas na

fixacdo de nitrogénio atmosférico; na solubilizagdo de ferro e fosfato inorganico; na
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mineralizacdo de fosfato organico e no aumento da tolerancia a estresse hidrico, salino,
toxicidade de metal e pesticidas; - o segundo € o mecanismo indireto, no qual estdo
envolvidos os processos de diminuicdo ou prevencdo dos efeitos danosos de
microrganismos fitopatogénicos, através da producdo de sideroforos e metabolitos
fungicidas (AKHTAR; SIDDIQUI, 2008; BANDARA; SENEVIRATNE; KULASOORIYA,
2006; CANBOLAT et al., 2006; EL-TARABILY, 2008; SINGH et al., 2008).

Um dos principais mecanismos de promocdo do crescimento das plantas
mediada por microrganismos endofiticos é a producdo de fitormdnios. As plantas
respondem a perturbagbes pela modificacdo dos niveis de varios hormdnios, incluindo o
acido jasmonico (JA), acido abscisico (ABA) e etileno. Muitas bactérias endofiticas
produzem esses horménios, que podem auxiliar a planta, principalmente espécies que
crescem sob condicdes restritas, como seca e salinidade, (FORCHETTI et al., 2007).
Além disso, hormbnios como auxinas, citocininas e giberelinas, também podem ser
produzidos. As auxinas sao sintetizadas pelas bactérias por diferentes rotas (Figura 1) e
auxiliam no crescimento e desenvolvimento da parte aérea e radicular das plantas
(TROTSENKO; IVANOVA; DORONINA, 2001).

R—-CH,—CHNH,—COOOH
| (Triptofano) ‘
R—CH,—CONH, R—CH,—CH,;NH, R-CH,—CO-COOH R—-CH,—CHOH-COOH
(Indol-3-acetamida) (Triptamina) (Acido indol-3-piravico) (Acido indol-3-lactico)
R-CH,—CHO

(Indol-3-acetaldeido)

|

R-CH,—COOH
(Acido indol-3-acético)

Figura 1 — Biossintese de AIA em bactérias
Fonte: Trotsenko, lvanova e Doronina (2001)

Muitas bactérias, como Acinetobacter, Azospirillum, Azotobacter, Pseudomonas,
e Bacillus, produzem fitorménios como o &cido indol acético (KANG et al., 2009;
KHALID; ARSHAD; ZAHIR, 2004), acido indol butirico (MARTINEZ- MORALES et al.
2003), giberelinas (GUTIERREZ-MANERO et al., 2001), citocininas (DOBBELAERE;
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VANDERLEYDEN; OKON, 2003), octadecanoides, e compostos que imitam a a¢ao dos
jasmonatos (PING; BOLAND, 2004). Em condi¢cdes normais, auxina e giberelinas como
GAl, GA3, GA4, e GA20 tem sido detectadas em meio de cultura liquido de Bacillus
pumilus e B. licheniformis. (FORCHETTI et al., 2007; HERNANDEZ et al., 2009).

Bactérias do género Methylobacterium, podem atuar sinergicamente quando em
conjunto com bactérias do género Rhizobium, promovendo o crescimento da planta ao
estimular a germinacdo da semente e o crescimento da raiz, aumento na nodulacdo e
no rendimento, pela producdo de fitormonios como &cido indol acético (AIA) e
giberelinas (MADHAIYAN et al., 2006a).

Além destes mecanismos comuns de promoc¢ao do crescimento, muitas bactérias
podem estimular o crescimento da planta pela atividade da enzima 1-
aminociclopropano-1 — acido carboxilico desaminase, que hidroliza o 1-
aminociclopropano-1-acido carboxilico, precursores imediatos da biossintese do
fitormonio etileno, em tecidos de planta (EL-TARABILY, 2008). Outros efeitos da
infeccdo dos endofiticos na planta hospedeira incluem o ajuste osmotico, controle da
abertura e fechamento estomatico, modificacdo da morfologia radicular, aumento da
captacdo de minerais e alteracdo do acumulo, suprimento de vitaminas essenciais e
metabolismo do nitrogénio, (BANDARA; SENEVIRATNE; KULASOORIYA, 2006;
FIGUEIREDO et al., 2008). Diaz et al. (2009) demonstraram que a inoculacdo de
bactérias endofiticas do género Bacillus, Pseudomonas e Stenotrophomona em
Eucalyptus globulus tem a capacidade de estimular o enraizamento e o aumento da

biomassa radicular, sendo utilizadas como potenciais biofertilizantes.

3.3.1.3 Fixacgéao Biologica de Nitrogénio

A revolugdo verde na agricultura, ocorrida nos anos sessenta, resultou em
elevados aumentos na producédo de graos de cereais, devido ao desenvolvimento de
gendtipos de plantas que sdo altamente responsivas a fertilizantes quimicos,
particularmente o nitrogénio (GOVINDARAJAN; KWON; WEON, 2007). O aspecto
nutricional € um ponto de preocupacéo e busca por solugbes menos onerosas, assim

como no campo fitopatoldgico, sdo inumeros os estudos utilizando maneiras
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alternativas de fornecimento dos nutrientes essenciais as plantas, dentre eles e com
maior importancia do ponto de vista econdmico, destaca-se 0 nitrogénio, por ser mais
limitante a produtividade. (GOVINDARAJAN et al., 2006).

As plantas absorvem nitrogénio presente na atmosfera na forma de amoénia e
nitrato, porém tal absorcdo é infima, sendo necessaria a suplementagdo com
fertilizantes, o que nas condigdes tropicais se apresenta com elevados gastos, devido
as chuvas que provocam a lixiviagdo desse nitrogénio, restando a fixacdo bioldgica do
nitrogénio, como uma alternativa economicamente viavel, vantajosa e menos
impactante (JENSEN; HAUGGAARD-NIELSEN, 2003; GOVINDARAJAN; KWON;
WEON, 2007).

Muitas bactérias infectam as raizes de algumas plantas e formam os nédulos, em
cujo interior é sintetizado um complexo enzimatico, denominado nitrogenase, que
rompe a tripla ligacdo existente entre os d&tomos de N que formam a molécula do N, e
utilizam esses atomos para produzir duas moléculas de aménia (NHs), que sao
fornecidas a planta, para sintetizar os compostos nitrogenados (ALBINO; CAMPO,
2001; BAKULIN; GRUDTSYNA; PLETNEVA, 2007).

A aplicagdo de inoculantes bacterianos como biofertilizantes tem aumentado o
crescimento e rendimento de muitas culturas de cereais, sendo atribuido a esses efeitos
benéficos o uso de rizobactérias que fixam biologicamente o nitrogénio, além de
produzirem fitormdnios, que promovem o desenvolvimento e proliferacdo radicular,
resultando em uma captacdo mais eficiente de agua e nutrientes (GOVINDARAJAN et
al., 2006; SENTHILKUMARNN et al.,, 2008). Segundo Balachandar et al. (2006) os
microrganismos diazotroficos colonizam endofiticamente raizes, caules e folhas de
cereais, sofrendo provavelmente, muito menos competicdo por carbono com outros
organismos microscopicos, do que as bactérias presentes na rizosfera, e possivelmente
excretam parte do nitrogénio por eles fixados diretamente na planta. Em cana-de-
acucar, por exemplo, a inoculagdo com uma mistura de bactérias diazotréficas e fungos
micorrizicos mostrou-se equivalente a metade da dose indicada de fertilizantes
(GOVINDARAJAN et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2002).

Véarios endofiticos que fixam nitrogénio em plantas ja foram informados,

podendo-se citar os do género Gluconacetobacter, Acetobacter, Azoarcus,
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Herbaspirillum, Burkholderia em plantas gramineas e Methylobacterium em citrus
(ARAUJO et al., 2002; BALACHANDAR et al., 2006; DONATO et al., 2005;
ELBELTAGY et al., 2001; GOVINDARAJAN; KWON; WEON, 2007). Burkholderia
viethamiensis foi uma das primeiras espécies de Burkholderia relatada como fixadora
de nitrogénio, outros estudos, porém, sugerem que muitas espécies deste género
desempenhem tal funcdo, como a Burkholderia baldani que coloniza os tecidos de
cana-de-agucar, batata-doce e arroz, e Burkholderia unamae que coloniza os tecidos da
planta de milho (GOVINDARAJAN et al., 2006).

3.3.1.4 Solubilizagédo de Fosforo

Depois do nitrogénio, o fosforo € o nutriente que mais limita a planta e sua
deficiéncia restringe o rendimento da producgdo. Os solos tropicais e subtropicais sao
predominantemente acidos e normalmente deficientes em fosforo, com elevada
capacidade de imobilizacédo, tal deficiéncia é devida a alta reatividade do fosfato soltuvel
com outros elementos (KHAN; ZAIDI; WANI, 2007).

A solucdo mais comumente utilizada € o uso de fertilizantes quimicos que
possuem alto custo, utilizam energia fossil para serem produzidos e poluem o ambiente,
além disso, sao rapidamente imobilizados, tornando-se indisponiveis as plantas. Dessa
forma, torna-se indispensavel explorar fontes alternativas de disponibilizacao de fosforo,
como, por exemplo, o uso de microrganismos (CANBOLAT et al., 2006; DIAS et al.,
2009; KHAN; ZAIDI; WANI, 2007).

Organismos com habilidade de solubilizar fosfato representam uma alternativa
economicamente viavel e ecologicamente correta, pois 0 sistema microbiano é capaz
de disponibilizar grandes quantidades de nutrientes de reservas naturais e enriquecer o
solo com os nutrientes mais importantes e escassos. Os microrganismos convertem o
fosforo insolivel nas formas soluveis, e dentre eles destacam-se as bactérias dos
géneros Bacillus e Pseudomonas e alguns fungos como Aspergillus e Penicillium
(KHAN; ZAIDI; WANI, 2007).

Assim como os microrganismos de solo, muitos endofiticos sdo conhecidos por

promover o crescimento da planta através da solubilizacdo do fésforo (DIAS et al.,
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2009; VERMA; LADHA; TRIPATHI, 2001; WAKELIN et al., 2004). Bacillus pumilus e
Acinetobacter calcoaceticus sdo conhecidamente bactérias endofiticas que auxiliam a
planta hospedeira de diferentes formas, sendo uma delas a oferta de fésforo soltuvel
através de sua solubilizacdo (HERNANDEZ et al., 2009; KANG et al., 2009).

3.3.2 Aplicacédo Farmacolégica

Os microrganismos endofiticos sdo fontes relativamente espontaneas e
potenciais de produtos naturais modernos para exploracdo em medicina, agricultura e
industria, por se tratarem de sintetizadores quimicos dentro da planta (LIN et al., 2007;
GUO et al., 2008). Muitos deles sao capazes de sintetizar compostos bioativos que
podem ser usados pelas plantas para defesa contra patdgenos e algumas destas
combinacgdes se mostraram de grande utilidade para a descoberta de drogas modernas.
Centenas de compostos naturais produzidos por endofiticos como, alcalbides,
terpendides, flavondides, esterodides, antibidticos, foram relatados (GUO et al., 2008;
VERMA et al., 2009).

Calcula-se que pode haver cerca de 1 milhdo de espécies endofiticas diferentes,
porém, somente poucas espécies foram estudadas até o momento, 0 que representa
uma grande oportunidade para encontrar novos produtos naturais sintetizados por eles
de interesse farmacoldgico (GUO et al., 2008; KOUR et al.,, 2008). Dentro deste
contexto, cabe destacar alguns microrganismos endofiticos, como Fusarium
subglutinans que produz subglutinol com fun¢do imunosupressiva, tendo como planta
hospedeira Triptergium wilfordii (LEE et al.,, 1995); Paenibacillus amylolyticus, que
produz e ativa a enzima pectinaliase, tendo como planta hospedeira Coffea arabica
(SAKIYAMA, et al., 2001); Pestalotiopsis microspora presente nos tecidos de Terminalia
morobensis, produzindo compostos antioxidantes (HARPER et al., 2003).

Recentes estudos tem mostrado interesse em fungos endofiticos com atividade
antimicrobiana para controlar patégenos veiculados pelos alimentos como
Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes, e as toxinas produzidas por esses
microrganismos (LIU et al., 2008). Ainda sob o ponto de vista alimentar, a aflatoxina é

uma toxina produzida por fungos que constitui uma grande preocupacao para a saude
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humana, devido a sua capacidade carcinogénica (CHO et al., 2009; SOUZA et al.,
2004). Cho et al. (2009) concluiram gque a bactéria Bacillus pumilus pode ser utilizada
no controle dos fungos Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus, na inibicdo de
aflatoxina por eles produzida, além de promover beneficios adicionais como acéo
antitumoral, antimicoplasmatica, hemolitica e atividade fibrinolitica, quando adicionada
no alimento.

A podofilotoxina € uma molécula bioativa potente no combate ao cancer, sendo
encontrada em diversas espécies vegetais, porém, sua sintese quimica € restrita,
devido a complexidade da estrutura da molécula com baixo rendimento pelos métodos
disponiveis. Entretanto, recentes estudos mostram a producdo dessa molécula por
microrganismos endofiticos Podophyllum hexandrum, Podophyllum peltatum e
Fusarium oxysporum (KOUR et al., 2008).

Indubitavelmente, uma das descobertas mais importantes com endofiticos foi o
isolamento do microrganismo Taxomyces andreanae produtor de taxol, um diterpendide
considerado uma droga anticancerigena potente, mas a provisdo desta droga esteve
limitada pela exploracdo destrutiva da arvore usada como a fonte principal de taxol,
porém, com a descoberta do Taxomyces andreanae produtor de taxol, esse problema
pode ser resolvido (GANGADEVI; MUTHUMARY, 2008; GUO et al., 2008; WANG et al.,
2000). Assim, ao se produzir certas drogas fitoquimicas, utilizando microrganismos
endofiticos, muitos problemas poderiam ser evitados, como o lento crescimento das
plantas que também produzem esses compostos, ou até mesmo o impacto ambiental
causado pela extracdo desses compostos (LIN et al., 2007).

A producdo de uma molecula bioativa por microrganismos endofiticos, que eram
somente encontradas em determinadas espécies vegetais, comprova a teoria de que
durante a colonizagdo da planta hospedeira esses microrganismos se adaptam ao
microambiente vegetal e assimilam parte do DNA vegetal em seu genoma, constituindo
um processo de co-evolugdo, no qual os enddfitos adquirem de seus hospedeiros a
capacidade de biossintese de compostos bioativos (KOUR et al., 2008). Outras teorias
assumem que o inverso também é verdadeiro, de modo que parte do DNA microbiano,
durante um processo de co-evolucao, foi assimilado ao genoma da planta, e o que era

uma exclusividade do enddfito passa a ser do seu hospedeiro também (PILEGGI, 2006).
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3.3.3 Implica¢éo na Cultura de Tecidos

Embora ja existam protocolos variados de cultura de tecidos, faz-se necessario
avaliar a qualidade do sistema comercial de multiplicacéo in vitro, uma vez que esta é
influenciada por diversos fatores como taxa de multiplicacdo, altura das plantas,
presenca e intensidade de estiolamento, forma, coloracdo e tamanho das folhas,
formacédo de calos, desenvolvimento de raizes, perdas por contaminagdo microbiana,
oxidagéao e eficiéncia da aclimatacéao (OLIVEIRA; SILVEIRA; SILVA, 2001).

Neste contexto, inimeros esforcos sdo necessdarios para o aprimoramento dos
processos de multiplicacéo in vitro e o controle da qualidade das mudas, aliados a
reducdo de custos, para aceitacdo no mercado (NIETSCHE et al., 2006). Os
microrganismos endofiticos tem despontado como importantes aliados no processo de
microprogacao, segundo Pirttila et al. (2008), o gendtipo da planta e a composi¢ado de
espécies endofiticas, aliados as condi¢Bes de cultivo in vitro, representam um fator
chave para a obtencao de culturas com alta capacidade de regeneracao.

Os endofiticos foram documentados em uma grande variedade de espécies
vegetais em cultura de tecidos (THOMAS et al., 2007). Embora existam estudos que
mencionam a presenca desses microrganismos como uma contaminagdo, outros
confirmam a associacdo benéfica dos endofiticos na micropropagacao e cultura de
células, auxiliando no ajuste osmoético, no desenvolvimento, pela producdo de
fitormoénios, absorcdo de nutrientes e protecdo contra acdo de patdgenos, além de
favorecer o processo de aclimatizagdo das mudas em casa de vegetacdo (ABREU-
TARAZI et al., 2010; ALMEIDA; YARA; ALMEIDA, 2005; ALMEIDA et al., 2009; DIAS et
al. 2009; PIRTTILA et al., 2000).

Espécies endofiticas do género Methylobacterium sao relatadas na literatura
como benéficas na cultura de tecidos vegetais, por promoverem a embriogénese e
organogénese, além de induzirem a formacdo de calos e brotacdo em Triticum
aestivum, Nicotiana tabacum, Solanum tuberosum, e Linum usitatissimum, e permitir o
desenvolvimento das plantas regeneradas, pela biossintese de compostos e fitormonios
como auxina e citocininas (PIRTTILA et al., 2008, TROTSENKO; IVANOVA;
DORONINA, 2001).
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Além dos microrganismos endofiticos que naturalmente colonizam os tecidos
vegetais, uma outra alternativa para melhorar a producéo das microplantas, encontra-se
na utilizacdo de enddfitos selecionados e inoculados de maneira asséptica nas
espécies, de modo a favorecer ou potencializar o desenvolvimento e regeneracao
destas in vitro (SENTHILKUMAR et al., 2008). Segundo Barrow; Osuna-Avila e Reyes-
Vera (2004), a micropropagacdo € uma valiosa ferramenta na identificacdo de
endofiticos, para estudar suas relacdes e interacbes com a planta hospedeira em niveis

genético, celular e fisioldgico.

3.3.4 Métodos de Analise

3.3.4.1 Anélise Histolégica da Planta Hospedeira

Sabendo-se que muitas bactérias endofiticas podem ser consideradas
fastidiosas ou nao cultivAveis pelos métodos tradicionais, restringindo os estudos a
espécies cultivadas, que na maioria ja sdo conhecidas, a aplicacdo de técnicas de
microscopia de luz, andlises ultraestruturais por meio de microscopia eletrénica de
transmisséo e de varredura, associada as técnicas de biologia molecular permitem a
identificacdo e caracterizacdo desses microrganismos endofiticos com maior amplitude
(KIRCHHOF et al., 1997; UEDA et al., 1995).

Uma das grandes lacunas no conhecimento dentro da pesquisa de endofitos esta
na definicho dos sitios de colonizacdo, neste sentido, estudos com anatomia e
microscopia ganham espaco importante (THOMAS et al., 2007, 2008; THOMAS;
KUMARI, 2010; THOMAS; SOLY, 2009). Os microrganismos endofiticos podem ser
detectados no interior de tecidos vegetais por meio de microscopia o6tica (WHITE Jr.;
MORGAN-JONES; MORROW, 1993) ou eletrénica (VIRET; PETRINI, 1994).

Dentre os métodos de analise da comunidade endofitica presente na planta
hospedeira, a analise histoldgica das plantas € o método mais direto de observacao,
verificagdo e comprovacdo de sua existéncia, podendo servir como uma ferramenta
auxiliar na deteccdo de endofiticos, bem como avaliar as regiées de coloniza¢cdo, como

orgaos, tecidos e até células, de maior incidéncia desse microrganismo e aferir sua
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existéncia em determinada planta, como pode ser observado nos trabalho de Silvani et
al. (2008) e de Mandyam e Jumpponen (2008), que utilizaram cortes anatdmicos como
uma ferramenta auxiliar na detec¢éo de microrganismos endofiticos.

Jansa e Vosatka (2000) ao analisarem a presenca de fungos micorrizicos em
raizes de plantas da familia Ericaceae, utilizaram a analise histoldgica para identificar o
local de colonizacao, verificando uma intima associacdo entre os fungos e as células
corticais da raiz dessas espécies, bem como observar as estruturas tipicas desses
fungos.

Além dos cortes histoldgicos fixados e emblocados, sao feitos também cortes a
fresco, para testes histoquimicos que podem permitir a avaliagdo e deteccdo de
compostos presentes nas plantas (ABREU-TARAZI, 2010), bem como, para verificacdo
de movimentos dos microrganismos endofiticos gerados por condicdes ambientais,
Donato et al. (2005), por exemplo, observaram, além da presenca de microrganismos
endofiticos, bactérias que apresentavam movimentos espiralados quando proximos a
bolhas de ar, caracteristicos de Herbaspirillum spp. O mesmo ocorre no trabalho de
bacteriossomos presentes em plantas de Bactris gasipaes (pupunheira) realizado por
Almeida et al. (2009).

Além da possibilidade de verificar movimentos dos microrganismos, é possivel
observar os locais de preferéncia, por fornecer condicbes adequadas para o
crescimento e colonizacéo, utilizando a microscopia de luz, microscopia eletrénica de
transmissao e varredura para diferentes espécies como arroz (BACILIO-JIMENEZ et al.,
2001), tomate (EL-TARABILY, 2008), repolho chinés (YONEZAWA et al., 2004), cevada
(OHTAKA; NARIZAWA, 2008), que utilizam esses métodos para localizacdo dos

endofitos e determinacgdo das formas de colonizagédo nas diferentes espécies.

3.3.4.2 Isolamento

O método de isolamento dos endofiticos é utilizado para a identificacdo dos
microrganismos, pois a partir do crescimento desses isolados, € possivel observar a
configuracdo das colbnias e realizar analises morfoldgicas, fisiologicas e quimicas
(CHO et al.,, 2007). Segundo Garbeva et al. (2001), toda a informacdo sobre a
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ocorréncia de microrganismos endofiticos e a estrutura de suas comunidades tem sido
obtida por técnicas de cultivo microbiano, considerando que a caracterizacdo dos
isolados obtidos € principalmente executada pela utilizacdo das fontes de carbono, ou
por andalises de acido metil-éster.

Os cuidados para se realizar o isolamento de microrganismos endofiticos vao
desde uma boa desinfestacdo da superficie das plantas para a remoc¢éo de epifiticos
até a avaliacdo de caracteristicas como, a idade da planta e dos 6rgéos utilizados, a
temperatura de incubacéo das placas para o isolamento, recorréncia do isolado, que
revela o seu verdadeiro estado endofitico, além do local e a época da coleta das
plantas, uma vez que a microbiota isolada de vegetais de regibes temperadas, possui
maior diversidade do que a microbiota encontrada em espécies de regides tropicais,
tanto em termos quantitativos quanto qualitativos (PILEGGI, 2006).

Tais cuidados devem levar em consideracdo, também, a escolha adequada dos
meios de cultura, de acordo com o grupo de endéfitos que se deseja isolar, podendo ser
acrescentadas substancias seletivas, como antibiéticos, que inibem o crescimento de
bactérias, ou fungicidas, que restringem o crescimento de fungos (PILEGGI, 2006).
Scrugli et al. (2000), isolaram fungos endofiticos de raizes de varias espécies de
orquideas, dos géneros Barlia, Epipactis, Limodorum, Neottia, Ophrys e Orchis, notando
gue no meio BDA (Batata, Agar e Dextrose) os resultados foram melhor evidenciados
do que no meio Mueller Hinton. Pereira; Carneiro-Vieira e Azevedo (1999) isolaram
microrganismos endofiticos de plantas de bananeira e observaram que os fungos
isolados eram passiveis de serem selecionados sob as condi¢des de cultivo utilizadas.

Outros autores utilizaram o isolamento para a identificacdo e caracterizacao de
endofiticos presentes em diferentes espécies vegetais como, banana (THOMAS et al.,
2008), morango (DIAS et al., 2009), pupunheira (ALMEIDA; YARA; ALMEIDA, 2005),
Guarea guidonia, Tabebuia rosea, Manilkara bidentata (GAMBOA; LAUREANO;
BAYMAN, 2002), Echinacea purpurea e Echinacea pallida (LATA et al., 2006).

Panicker et al. (2007) isolaram bactérias endofiticas de crisantemo para sua
identificacdo, através da cor e morfologia das colénias no meio de cultura. Ohtaka e
Narizawa (2008) realizaram a caracterizagdo morfoloégica das colbnias isoladas e

observaram as estruturas reprodutivas dos endofiticos. Bandara, Seneviratne e
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Kulasooriya (2006) isolaram endofiticos de arroz encontrando uma grande diversidade
de bactérias gram-negativas e gram-positivas, fungos e actinomicetos.

Muitos estudos utilizam o isolamento para identificar possiveis funcdes dos
microrganismos endofiticos dentro da planta hospedeira, como € o caso dos trabalhos
de Jansa e Vosatka (2000) que isolaram fungos micorrizicos e inocularam na planta
para verificar seu potencial fixador; Sun et al. (2006) que ao isolarem os endofiticos,
obtiveram como resultado a producéo por parte desses microrganismos de compostos
secundarios com fungcdo antimicrobiana e Senthilkumar et al. (2008) que isolaram
endofiticos de arroz e verificaram um grande potencial de fixacdo de nitrogénio desses
microrganismos.

A realizacdo de métodos de isolamento para verificar a possivel producédo de
novas drogas ou substancias de interesse farmacoldgico, tem sido amplamente
utilizada, como é o caso do trabalho de Lin et al. (2007) que isolaram e caracterizaram
morfologicamente os corpos de frutificacdo dos microrganismos endofiticos presentes
nos tecidos da raiz de Camptotheca acuminata, bem como a identificacdo de
substancias bioativas; e Kour et al. (2008) que realizaram o isolamento de endofiticos
com potencial de producéo de substancias anticancerigenas.

O isolamento mesmo sendo um método amplamente utilizado ainda hoje nas
pesquisas com endofiticos, possui como desvantagem o fato de que certas espécies de
microrganismos podem ter exigéncias especificas para crescimento e,
consequentemente, ndo desenvolverdo coldnias prontamente nas placas, havendo,
portanto, uma limitacdo desse processo de andlise, por ndo se conhecer perfeitamente
as caracteristicas e necessidades desses microrganismos (GARBEVA et al., 2001).

3.3.4.3 Anélise Molecular

A maioria das informagdes sobre diversidade endofitica bacteriana foi obtida
usando métodos de isolamento em meios de cultura, porém, devido ao
desconhecimento das condi¢des e exigéncias para o crescimento de muitas bactérias e
a presenca de ceélulas nao cultivaveis, a diversidade encontrada por essa técnica nao

chega a 1% das espécies bacterianas presentes na planta (LACAVA et al., 2006; SUN
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et al., 2008). Dessa forma, a melhoria da caracterizacdo e analise dessas comunidades
tem sido o foco de muitos estudos, principalmente no tocante ao desenvolvimento de
técnicas de biologia molecular capazes de permitir o estudo da comunidade endofitica
em seu habitat (LACAVA et al., 2006).

As analises moleculares, com destaque aquelas que utilizam gene 16S de rDNA,
permitem a avaliagdo direta da diversidade estrutural das comunidades microbianas,
superando, assim, as limitacbes do processo de cultivo desses microrganismos,
podendo ser utilizadas nos mais diversos ambientes: solo, rizosfera, alimentos e
intestino humano (GARBEVA et al., 2001; LACAVA et al., 2006; REITER et al., 2003;
SUN et al., 2008).

A diversidade das comunidades bacterianas pode ser avaliada pela amplificacéo,
em reacdes em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction — PCR), de regides
variaveis de gene ribosomal 16S a partir de extratos de DNA natural, usando “primers”
de regides bacteriais conservadas, juntamente com técnicas de fingerprinting como
ARDRA (“Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis”), DGGE (“Denaturing Gradient
Gel Eletrophoresis®), TGGE (“Temperature Gradient Gel Electrophoresis®), RISA
(“Ribosomal Intergenic Spacer Analysis”), ARISA (“Automated Ribosomal Intergenic
Spacer Analysis”), T-RFLP (“Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism”) e
SSCP (“Single-strand Conformation Polymorphism”) (ABREU-TARAZI, 2010; ABREU-
TARAZI et al., 2010; ANDREOTE et al., 2010; ANDREOTE; AZEVEDO; ARAUJO,
2009; GARBEVA et al., 2001; OROS-SICHLER et al., 2007).

Dentre as metodologias baseadas no 16S rDNA, destaca-se o DGGE por
fornecer uma rapida caracterizacdo das comunidades microbianas cultivaveis e néo
cultivaveis (ARAUJO et al., 2002; LACAVA et al., 2006; REITER et al., 2003). Esta
técnica identifica diferencas estabelecidas no comportamento desnaturante da dupla fita
de DNA, com mesmo comprimento, mas diferentes quanto a composi¢ao basica, que
submetida a um gradiente crescente de concentracdo de agentes desnaturantes (uréia
e formamida), se separam em fragmentos discretos, chamados de dominios de
desnaturacdo (GARBEVA et al.,, 2001; LACAVA et al., 2006). Sua aplicabilidade se
relaciona ao estudo de comunidades endofiticas de diversas espécies vegetais como
batata (GARBEVA et al., 2001), citros (ARAUJO et al., 2002), banana (THOMAS et al.,
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2008), pupunheira (ALMEIDA et al., 2009), abacaxi (ABREU-TARAZI et al., 2010) e
eucalipto (ANDREOTE et al., 2009a, 2009b), todos demonstrando que o DGGE pode
auxiliar no estudo da diversidade microbiana independentemente da capacidade de
crescerem ou ndo, em meio de cultura.

Para avaliar a comunidade endofitica com o uso da técnica de DGGE, deve-se
ter o cuidado de minimizar interferéncias por parte das organelas vegetais (cloroplasto e
mitocondrias), realizando a escolha de primers que tenham maior sensibilidade com o
gene 16S rDNA de bactéria (SUN et al., 2008; THOMAS,; SOLY, 2009). Visando
eliminar essa interferéncia, sugere-se o uso dos primers 799f (CHELIUS; TRIPLETT,
2001) e 1492r (LANE, 1991) para aumentar a concentragdo do DNA bacteriano antes
da amplificacdo com grampo GC (ANDREOTE; AZEVEDO; ARAUJO, 2009).
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4 MATERIAL E METODOS

Foram analisadas espécies vegetais cultivadas in vitro, provenientes de trés
laboratorios: Laboratério de Fisiologia de Arvores do Departamento de Ciéncias
Florestais; Laboratério de Cultura de Tecidos (CEBTEC) e Laboratério de Morfogénese
e Biologia Reprodutiva de Plantas, ambos do Departamento de Ciéncias Biologicas,
todos pertencentes a Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” - USP —
Piracicaba/SP. A Figura 2 ilustra as etapas que foram seguidas, bem como as

diferentes andlises que foram realizadas para avaliacdo da microbiota endofitica.
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Figura 2 — Diagrama explicativo das etapas realizadas no trabalho. Linhas continuas representam os
objetivos ou métodos de andlises dos resultados. Linhas pontilhadas representam os
procedimentos intermediarios
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4.1 Material Vegetal

As espécies de microplantas estudadas foram: Abacaxi (Ananas comosus),
Cana-de-acuUcar (Saccharum officinarum), Curcuma (Curcuma zedoaria), Eucalipto
(Eucalyptus globulus), Manjericdo (Ocimum basilicum), Mogno (Swietenia
macrophylla), Orquidea (Oncidium flexuosum), Pinheiro (Pinus taeda), Pupunheira
(Bactris gasipaes), Sequoia (Sequoia sempervirens), Teca (Tectona grandis) e Violeta
(Viola odorata). Todas assintomaticas, consideradas axénicas, provenientes de cultivo
in vitro e estabelecidas em protocolo de micropropagacao, em fase de multiplicacao por
mais de 1 ano. A Tabela 1 mostra a distribuicdo das espécies de microplantas nos trés

laboratorios.

Tabela 1 — Distribuicdo das espécies de microplantas nos diferentes laboratérios, com a
divisdo das espécies comuns aos trés laboratérios, consideradas por essa

razao como controle entre as espécies e as demais espécies avaliadas

LABORATORIO

ESPECIE
1 2 3
Abacaxi Abacaxi Abacaxi
CONTROLE
Orquidea Orquidea Orquidea
Teca Eucalipto Manjericao
DEMAIS Pinheiro Cana-de-agucar Mogno
ESPECIES Sequoia Cdrcuma Pupunheira
Violeta Violeta

Laboratério 1 = Fisiologia de Arvores (Dep. de Ciéncias Florestais), Laboratério 2 = Cultura de Tecidos
(CEBTEC - Dep. de Ciéncias Biologicas) e Laboratorio 3 = Morfogénese e Biologia Reprodutiva de
Plantas (Dep. de Ciéncias Bioldgicas).
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O controle foi constituido por duas espécies de microplantas (abacaxi e
orquidea) provenientes dos trés locais de cultivo (laboratério de Morfogénese e Biologia
Reprodutiva de Plantas, laboratério de Cultura de Tecidos e laboratério de Fisiologia de
Arvores). As demais espécies sdo provenientes de maneira aleatdria, como mostra a
tabela, nesses trés laboratorios, Ao todo 12 espécies foram avaliadas, porém, 17
microplantas, devido as espécies que se repetem nos laboratdrios, como € caso de
abacaxi, orquidea e violeta.

As analises para confirmar a presenca e identificar os microrganismos endofiticos

foram descritas nos itens a sequir.

4.2 Microplantas

4.2.1 Testes Histoquimicos

As microplantas foram analisadas por meio de testes histoquimicos de
coloracdes especificas segundo o componente celular a ser identificado, em cortes a
fresco do terco mediano das laminas foliares retiradas do primeiro né6 completamente
expandido de cada planta.

Para a caracterizacdo de lipideos utilizou-se Sudan Black B (PEARSE, 1968), de
amido o reagente de Lugol (BERLYN; MIKSCHE, 1976), e de compostos fendlicos a
solucéo aquosa de cloreto férrico (JOHANSEN, 1940). Apés a coloracdo, os materiais
foram montados em laminas semi-permanentes, e fotomicrografados, atribuindo-se o
critério de avaliacdo segundo os parametros: auséncia (-) ou presenca (+) das
substancias e, quantitativamente, classificados como pouco presente (+),
moderadamente presente (++) ou intensamente presente (+++), de acordo com a
intensidade das respostas aos testes aplicados, destacando-se que simultaneamente

aos testes foram realizadas sec¢des-controle.
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4.2.2 Anédlises Ultraestruturais

As avaliacdes por meio de microscopia eletrénica de varredura e transmissao
foram realizadas no laboratério do Nucleo de Apoio & Pesquisa/ Microscopia Eletronica
Aplicada a Pesquisa Agropecuaria (NAP/MEPA/ESALQ/USP). Como forma de
padronizacdo das analises, as amostras foram constituidas da regido mediana da

lamina foliar retirada do primeiro n6 expandido de cada planta.

4.2.2.1 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Para localizacdo da microbiota endofitica amostras, da regido mediana da lamina
foliar retirada do primeiro n6 expandido de cada microplanta, foram fixadas em solucao
de Karnovsky (KARNOVSKY, 1965) modificado (Glutaraldeido 2,5 %, Formaldeido
2,5 % em tampao cacodilato de sodio 0,05 M, pH 7,2, CaCl, 0,001 M). Apoés a fixacao
as amostras foram lavadas trés vezes por cinco minutos com tampéao cacodilato de
sédio 0.05 M, e deixadas em glicerina 30 % (em tampao cacodilato) por 2 horas. A
seguir as amostras foram criofraturadas com nitrogénio liquido e desidratadas em série
cetbnica (30, 50, 70, 90 e 100 %) e pela técnica do ponto critico de CO,, em aparelho
Balzers CPD 030. As amostras foram aderidas, com fita dupla face de carbono, a um
suporte adequado (stubs) e submetidas ao recobrimento com ouro-palddio em
metalizador BAL-TEC SCD 050 por 180 segundos. Finalmente foram examinadas em
microscopio eletrbnico de varredura (ZEISS, DSM 940 A), utilizando-se 80 pA de

amperagem e 15 kV de voltagem.

4.2.2.2 Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET)

Para visualizacdo da microbiota endofitica foram seccionadas as laminas foliares
das microplantas em pequenos segmentos e esses fixados por 24 horas em solugao de
Karnovsky (KARNOVSKY, 1965) tamponado com cacodilato de sédio 0,2 M, em pH 7,2.
ApoOs esse periodo foram lavados no tampéo cacodilato de sédio 0,05 % durante 5

minutos por trés vezes. A seguir as amostras foram fixadas durante 1 hora com
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tetroxido de 6smio a 1 % (v/v), lavadas por trés vezes com 4gua destilada, pré-coradas
com acetato de uranila 2,5 %, pernoite a 4 °C, desidratadas gradualmente em série
cetbnica (30, 50, 70, 90 e 100 %). A infiltracdo pela Spurr, foi realizada gradativamente,
primeiro com cetona 100 % e resina pura, numa propor¢céo 1:1 (metade de acetona 100
% e metade de resina pura) por 5 horas e a segunda com resina pura pernoite em
temperatura ambiente. Posteriormente, a resina foi polimerizada em estufa a 70 °C
durante 72 horas. Os cortes foram examinados ao microscopio eletrénico de
transmissdo. Os blocos foram cortados em ultramicrotomo (Leica Ultracut UCT) com
lamina de diamante (450). As seccOes obtidas com aproximadamente 70 nm de
espessura foram montadas em telas de 200 mesh, contrastadas com acetato de uranila
e citrato de chumbo (REYNOLDS, 1963) e observadas em microscopio eletrénico de

transmissao (Zeiss EM 900) operando em 50 kV.

4.2.3 Anélise Molecular

As andlises moleculares foram realizadas no laboratorio de Biologia Celular e
Molecular do Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA/USP), com a co-
orientacao da Profa. Dra. Siu Mui Tsai.

Visando conhecer a estrutura e a diversidade bacteriana endofitica das
microplantas assintomaticas foram utilizados métodos baseados na andlise da
heterogeneidade de acidos nucléicos por meio de amplificacéo por PCR especifica para
0 gene 16S rRNA, seguida pelo método de PCR-DGGE. Para todas as analises o
procedimento iniciou-se com a desinfestacdo superficial das microplantas (ARAUJO et
al., 2002). Visando confirmar o sucesso do procedimento de desinfestagao superficial,
fragmentos das microplantas e aliquotas da agua esterilizada utilizada para a lavagem
final foram plaqueados em meio de cultura TSA (Tryptic Soy Agar, Difco). As placas
foram incubadas a 28 °C por sete dias para verificacdo de um possivel crescimento
bacteriano. Diante dos resultados desse teste, foram utilizadas para analises
posteriores, somente as amostras de plantas que nao foram consideradas

contaminadas.
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Todas as reagOes de PCR foram realizadas em termociclador GeneAmp PCR
System 9700 (Applied Biosystems) e as reag0es de sequenciamento no sequenciador
automatico ABI Prism 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Apds cada PCR
realizada, uma aliquota de 5 pyL de cada produto foi avaliada em comparagdo com o
marcador 100 pb (Invitrogen) apds corrida eletroforética a 90 V por 30 minutos em gel
de agarose 1 %, usando tampdo TSB (BRODY; KERN, 2004). Os géis foram
documentados usando o programa Kodak digital science 1D (Scientific Imaging
Systems). Quando necessario, as amostras também foram quantificadas em

espectrofotometro NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific).

4.2.3.1 Extragcao do DNA Gendmico Total das Microplantas

A extracdo do DNA total das amostras foi realizada segundo (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998). Para tanto, foram utilizadas microplantas inteiras e
assintomaticas. Cada amostra constituiu-se de 200 mg de tecido fresco que foram
trituradas em N3 liquido. O tecido triturado foi exposto a 700 pyL de tampéo de extracao
(CTAB 2 % (p/v); NaCl 1,4 M; Tris HCI 100 mM pH 8,0; EDTA 20 mM) e incubado por
30 min a 65 °C, seguido por duas extracbes: a primeira com 450 pL de
cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) e a segunda com 450 uL de fenol tamponado. Apés
centrifugacdo de 5 minutos a 13.000 x g o DNA foi precipitado com 500 uL de
isopropanol a -20 °C por 30 a 60 min. O precipitado obtido foi novamente centrifugado e
posteriormente lavado com etanol 70 % e 100 %. Apés secagem o DNA foi
ressuspenso em 50 pyL de tampéo TE (Tris HCI 10 mM pH 8,0; EDTA 1 mM) e
posteriormente tratado com 2 uL de RNAse (10 mg/mL) por 30 min a 37 °C.

Um volume de 5 yL de DNA foi carregado em gel de agarose 1 % (p/v), corado
com brometo de etideo em tampéao TSB (BRODY; KERN, 2004) e comparado com 0s
padrées Low DNA Mass ladder (Invitrogen) para estimar a quantidade de DNA e/ou
MHind 1l (Invitrogen) para verificar a integridade da molécula de DNA extraida. Os géis
foram documentados usando o programa Kodak digital science 1D (Scientific Imaging
Systems). As amostras também foram quantificadas em espectrofotometro NanoDrop
ND-1000 (Thermo Scientific).
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4.2.3.2. Amplificagdo do Gene 16S rRNA de Bacteria

Para a amplificacdo de uma regido especifica do gene 16S rRNA de Bacteria foi
utilizado o seguinte conjunto de iniciadores fD1 (5 AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG
3’) e rD1 (5 AAG GAG GTG ATC CAG CC 3’) (WEISBURG et al., 1991) - da empresa
IDT — Integrated DNA Technologies, Inc., Coralville — 1A, EUA. As amplificacdes foram
feitas em solugado contendo: 2,5 uL de tampéao para PCR 10 X, 0,1 mM de cada dNTP
(0,25 pL), 1,5 mM de MgCl, (0,75 pL), 5 pmol de cada iniciador (1 pL), 1 U de
PlatinumR Taq DNA Polimerase (Invitrogen) (0,2 pL), 1 yL da amostra de DNA total e
agua ultrapura (Milli-Q) esterilizada para um volume final de 25 uL. As amplificagbes
foram realizadas em termociclador modelo GeneAmp PCR System 9700 (Applied
Biosystems). A amplificagdo ocorreu nas seguintes condigdes: 94 °C por 3 minutos, 30
ciclos de 94 °C por 1 minuto, 55 °C por 30 segundos e 72 °C por 30 segundos; e 72 °C
por 10 minutos.

Com as mesmas amostras de DNA foi realizada outra PCR. Desta vez o intuito
foi garantir que o DNA bacteriano eventualmente encontrado, fosse realmente
procedente de alguma bactéria endofitica. Para tanto foram utilizados os
oligonucleotideos 799f (5'AAC MGG ATT AGA TAC CCK G 3') (CHELIUS; TRIPLETT,
2001) 1492r (5'TAC GG(C/T) TAC CTT GTT ACG ACT T 3') (LANE, 1991). A reacao de
amplificacdo (PCR) foi feita em solucdo contendo: 2,5 yL de tampao para PCR 10 X,
0,1 mM de cada dNTP (0,25 puL), 2,5 mM de MgCl, (0,75 pL), 5 pmol de cada
oligonucleotideo (1 pL), 1U de Platinum® Taq DNA Polimerase (Invitrogen) (0,2 pL),
1 uL da amostra de DNA e agua ultrapura (Milli-Q) esterilizada para um volume final de
25 L. A reacéo foi realizada nas seguintes condi¢des: um ciclo de desnaturacéo inicial
a 95 °C por 3 min, 35 ciclos de desnaturacéo a 94 °C por 20 s, anelamento a 53 °C por
40 s e extensdo a 72 °C por 40 s, extenséo final a 72 °C por 10 minutos. Ao final do

programa as mostras permaneceram no termociclador a 4 °C.
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4.2.3.3 PCR-DGGE

Os produtos resultantes das primeiras amplificacfes, descritas no item anterior,
foram utilizados como DNA molde (~20 ng) para a reacdo com 0S primers universais
F984/GC (5 CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC GGG GCG GGG GCA CGG GGG
GCA ACG CGA AGA ACC TTAC 3) er1378 (5CGG TGT GTA CAA GGC CCG GGA
ACG 3’) (HEUER et al., 1997), usando 30 ciclos com temperatura de anelamento a
59 °C. A reacdo de PCR-DGGE foi preparada para um volume final de 25 uL, usando
2,5 uL de tampéo para PCR 10x, 0,2 mM de cada dNTP, 5 pmol de cada primer, 1 U de
Platinum® Taqg DNA Polimerase (Invitrogen) (0,2 uL), com 2,5 mM MgCI, e presenca de
0,25 pL formamida deionizada. As amplificacbes foram realizadas nas seguintes
condigdes: 94 °C por 4 min, 30 ciclos de 94 °C por 1 min, 59 °C por 1 min e 72 °C por
2 min; e 72 °C por 10 min.

4.2.3.4 Eletroforese em Gel com Gradiente Desnaturante (DGGE)

O DGGE foi realizado usando o sistema phorU2 (Ingeny, Goes, Holanda). O
protocolo da técnica de DGGE foi adaptado de Muyzer, de Waal e Uitterlinden (1993).
Os produtos amplificados na segunda reacdo de PCR foram separados por eletroforese
em gel de poliacrilamida 6 % (p/v) em tampédo TAE 0,5x (10 mM de Tris-acetato e 0,5
mM de EDTA, pH 8,0). O gel foi preparado com gradiente desnaturante linear 45-65 %
(onde 100 % de desnaturacao significa 7 M de uréia e 40 % de formamida). O gel foi
submetido a eletroforese vertical por 4 h a 200 V em temperatura constante de 60 °C.
Apos a eletroforese o gel foi corado com nitrato de prata 0,2 % e fotodocumentados. As
imagens do gel foram normalizadas e os perfis foram analisados utilizando-se a
plataforma do software BioNumerics versdo 5.1 (Applied Maths). A tolerancia com
respeito ao posicionamento das bandas foi de 1 %. A analise de agrupamento
hierarquico foi feita usando o algoritmo UPGMA (Unweighted Pair-Group Method using
Arithmetic Averages) e a correlagéo foi calculada baseada nos coeficientes de Pearson
(curva densitométrica), Jaccard e Dice (presenca/auséncia). A analise de componentes

principais (PCA, do inglés principal component analysis) foi realizada usando a
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plataforma do software BioNumerics versdo 5.1 (Applied Maths) e os pacotes do
CANOCO for Windows 4.5 (Biometris).

4.2.4 Isolamento de Microrganismos Endofiticos

A unidade experimental foi constituida por uma placa de Petri (15 mL de meio de
cultura) com 50 pL de cada solucao diluida (10™ e 10?) de tecido macerado ou com oito
fragmentos de tecido vegetal. As colonias obtidas foram repicadas em meio LB (Luria
Broth “Luria-Bertani”, Difco) e purificadas pelo método de estrias. Amostras das col6nias
purificadas foram crescidas sob agitacdo, por 48 horas em meio LB e parte foi
armazenada em solucdo de glicerol 50 % em congelador a -80 °C, enquanto a outra

parte teve seu DNA extraido.

4.2.4.1 Primeira Fase

Amostras, contendo 1 g, de microplantas “axénicas” das diferentes espécies
foram trituradas em almofariz autoclavado (125 °C, 1,3 atm, por 20 minutos), com 3 mL
de solucdo tampdo PBS (8g.L" de NaCl; 0,2 g.L™” de KCI; 1,44 g.L" de NayHPO,;
0,24 g.L™* de KH,PO,), em pH 7,4. Esse procedimento foi realizado em camara de fluxo
laminar. Aliquotas foram utilizadas para diluicées (10 e 10) e plaqueamentos em seis
diferentes meios de cultura (solidos e liquidos): TSA (Tryptic Soy Agar, Difco), TSB
(Tryptic Soy Broth, Difco) LB (Luria Broth “Luria-Bertani”, Difco), BDA (Batata, Dextrose,
Agar), PCAT (2 gL' de &cido azelaico; 0,2 gL' de asparagina; 0,2 gL' de
MgS0..7H,0; 4 g.L™! de K,HPOy; 4 g.L ™! de KH,PO4; 0,02 g.L™ de extrato de levedura;
20 g.L™" de agar; em pH 5,7) e BG-11 (ALLEN, 1968). Além do método de trituracéo,
também foi realizado o método de fragmentacdo do tecido vegetal, sendo os
fragmentos colocados nos cinco diferentes meios para o isolamento. Os cultivos foram
posteriormente incubados a 28 °C em estufa bacteriol6gica, onde o desenvolvimento de
colénias foi avaliado na primeira semana (diariamente) e a partir da segunda semana
(semanalmente), durante quatro meses, considerando-se a possibilidade de haver

endofitos fastidiosos.
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Cabe salientar que nesta fase de pré-teste foi realizada uma repeticdo, com o
objetivo de avaliar os diferentes métodos de isolamento e os diferentes meios. Além
disso, a fim de isolar o efeito manipulador e ambiente na presenca ou auséncia dos
microrganismos endofiticos, foi realizado um experimento paralelo, no qual, todas as 17
plantas foram multiplicadas por um Unico manipulador e mantidas num Unico ambiente.
Perfazendo nessa fase um total de 34 plantas. A Figura 3 ilustra com detalhes esta

primeira fase.

PRIMEIRA FASE

MICROPLANTAS ASSINTOMATICAS (partes
aéreas e subterrdneas) provenientes de trés
laboratérios distintos, com mais de 1 ano de
cultivo

. }
| experimento com as 17 |

; - ]
i experimento paralelo com |

S microplantas  {f i as 17 microplantas
MULTIPLICACAO
(por 1 més)
ISOLAMENTO MICROPLANTAS
I cultivadas em um
unico laboratério
! vETODOS * por uma  sb
pessoa.
FRAGMENTAGCAQ TRITURAGACQ
D1 D2 PEN—
10-1 102

| MEIOS DE CULTURA |

LB TSB TSA BDA PCAT BG-11

Figura 3 — llustra a primeira fase do isolamento, na qual se observa as microplantas selecionadas dos
trés laboratorios e submetidas diretamente ao isolamento (experimento com as 17
microplantas), e aquelas selecionadas, multiplicadas e posteriormente submetidas ao
isolamento (experimento paralelo com as 17 microplantas)



49

4.2.4.2 Segunda Fase

De acordo com os resultados obtidos na primeira fase, realizou-se a segunda
etapa de isolamento (Figura 4), sendo escolhido o método de trituragcdo, utilizando-se
1 g de tecido vegetal triturado com 3 mL de solugcéo tampéao PBS e plaqueadas (100 pL)
diretamente em meio LB com trés repeticdes. Os cultivos foram posteriormente
incubados a 28 °C em estufa bacterioldgica, onde o desenvolvimento de coldnias foi
avaliado na primeira semana (diariamente) e a partir da segunda semana
(semanalmente), durante quatro meses, considerando-se a possibilidade de haver

endofitos fastidiosos.

SEGUNDA FASE

REPETIGAO DO ISOLAMENTO para confirmar os
resultados obtidos na primeira fase, utilizando:

l

MICROPLANTAS ASSINTQMATICAS PROVENIENTES
DOS TRES LABORATORIOS (partes aéreas e
subterraneas) com mais de 1 ano de cultivo

l

ISOLAMENTO

}

METODO

|

TRITURACAO

| MEIO DE CULTURA |

Figura 4 — llustracdo detalhada dos procedimentos da segunda fase do isolamento, na qual se utilizou as
microplantas provenientes dos trés laboratdrios, isoladas por trituracdo no meio LB
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4.3 |Isolados

4.3.1 Extracao do DNA dos Microrganismos Isolados

Para a extracdo do DNA dos isolados microbianos, os mesmo foram
subcultivados em meio LB liquido e aliquotas (1,5 mL) da cultura foram centrifugados a
13.000 x g por 60 segundos e as células ressuspendidas em 200 yL de tampéao de
extracdo A (Triton X 20 %, SDS 1 %, NaCl 100 mM, Tris HCI pH 8,0 10 mM, EDTA pH
8,0 1 mM). A seguir, foram adicionados 200 mg de pérolas de vidro (0,1), 100 yL de
fenol, 100 pL de CIA (24 cloroformio: 1 alcool isoamilico), vortexados por trés minutos e
acrescentados 200 pyL de TE (Tris pH 8,0 1 M e EDTA pH 8,0 0,5 M). As amostras
foram homogeneizadas e centrifugadas a 13.000 x g por 5 minutos. A solucao
sobrenadante foi retirada e transferida para um novo microtubo de 1,5 mL, e
adicionados 1000 pyL de etanol 100 %. As amostras foram homogeneizadas e
centrifugadas a 13.000 x g por 4 minutos. A solucdo sobrenadante foi descartada e o
pellet ressuspendido com 400 pL TE (Tris pH 8,0 1 M e EDTA pH 8,0 0,5 M) e 10 uL de
acetato de amonio 4 M). As amostras foram homogeneizadas, com posterior adicdo de
1000 pL de etanol 100 % e centrifugacdo a 13.000 x g por 4 minutos. O sobrenadante
foi descartado, o pellet seco em concentrador por 10 minutos foi ressuspendido em
40 pL de Tris-RNAse e incubado a 37 °C por 30 minutos.

O DNA extraido foi quantificado por meio de espectrofotometria, adotando-se 1,0
de densidade 6tica a 260 nm (DO260) como sendo igual a 50 ng de DNA/uL.

4.3.2 Amplificagdo do Gene 16S rRNA de Bacteria

Para a amplificacdo de uma regido especifica do gene 16S rRNA de Bacteria foi
utilizado o seguinte conjunto de iniciadores fD1 (5’ AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG
3’) e rD1 (5’ AAG GAG GTG ATC CAG CC 3’) (WEISBURG et al., 1991) - da empresa
IDT — Integrated DNA Technologies, Inc., Coralville — 1A, EUA. As amplificagbes foram
feitas em solucdo contendo: 2,5 uL de tampéao para PCR 10 X, 0,1 mM de cada dNTP
(0,25 L), 1,5 mM de MgCl, (0,75 uL), 5 pmol de cada primer (1 uL), 1 U de PlatinumR
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Taq DNA Polimerase (Invitrogen) (0,2 pL), 1 yL da amostra de DNA total (~20 ng) e
agua ultrapura (Milli-Q) esterilizada para um volume final de 25 uL. As amplificagbes
foram realizadas em termociclador modelo GeneAmp PCR System 9700 (Applied
Biosystems). A amplificacdo ocorreu nas seguintes condi¢cdes: um ciclo de
desnaturacao inicial a 94 °C por 3 minutos, 30 ciclos de desnaturagdo a 94 °C por 1
minuto, anelamento a 55 °C por 30 segundos, extensdo a 72 °C por 30 segundos; e
extensdo final a 72 °C por 10 minutos. Ao final do programa as amostras
permaneceram no termociclador a 4 °C. Para cada amostra, uma aliquota de 5 pL do
produto da PCR foi avaliada em comparagcdo com os marcadores Low DNA Mass
ladder (Invitrogen) e 100 pb (Invitrogen), apos corrida eletroforética a 90 V por 30
minutos em gel de agarose 1 %, usando tampédo TSB (BRODY; KERN, 2004).

Em seguida, os produtos foram purificados com o kit GFX PCR DNA and Gel
Band Purification (GE Healthcare Life Sciences) conforme as instru¢des do fabricante e
quantificados em espectrofotbmetro NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific). As
amostras purificadas foram submetidas a reacfes de sequenciamento utilizando-se,
separadamente, 1 yL (5 pmol) de cada um dos primers fD1 e rD1 (WEISBURG et
al.,1991), 200 ng de DNA, 2 uL de DYEnamic (DYEnamic ET Terminator Cycle
Sequencing Kit, GE Healthcare Life Sciences), 3 yL de tampao de diluigdo 2,5x (400
mM Tris-HCI pH 9,0; 10 mM MgCI2) e agua ultrapura (Milli-Q) esterilizada para um
volume final de 10 pL. As reagdes foram conduzidas nas seguintes condi¢des: 30 ciclos
com desnaturacéo a 95 °C por 20 s, anelamento a 55 °C por 15 s, extensédo a 60 °C por

60 s. Ao final do programa as amostras permaneceram no termociclador a 4 °C.

4.3.3 Sequenciamento

AplOs as reacbes as amostras foram precipitadas para 0 sequenciamento
conforme instrucao do fabricante. Adicionou-se 2 uL de tampao acetato de s6dio/EDTA
e 60 pL de etanol absoluto. O material foi misturado em agitador automatico (vortex) e
centrifugado 12000 rpm, por 15 min em temperatura ambiente. O sobrenadante foi
removido e adicionou-se 150 uL de etanol 70 %. Foi realizada nova mistura em vortex e

centrifugagdo a 12000 rpm, por 5 min. O sobrenadante foi removido e as amostras
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levadas ao concentrador de DNA (Eppendorf) por 10 min. Depois de secas as amostras
foram ressuspensas em 10 uL de Hi-Di Formamide (Applied Biosystems) e agitadas em
vortex por 10 min.

O sequenciamento foi realizado no sequenciador capilar automatico modelo ABI
PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). As sequéncias nucleotidicas
tiveram seus cromatogramas analisados e posteriormente foram editadas utilizando o
pacote de programas Phred/Phrap/Consed (EWING; GREEN, 1998; EWING et al.,
1998; GORDON; ABAJIAN; GREEN, 1998) a fim de estabelecer as sequéncias
consenso e remover as bases com baixa qualidade. O nivel de exigéncia minimo foi de
600 bases e Phred com qualidade de base acima de 20 (1 erro a cada 100 bases lidas).
As sequéncias consenso foram comparadas por similaridade com sequéncias de
nucleotideos disponibilizadas no banco de dados GenBank do National Center for
Biotechnology Information (NCBI), utilizando o programa nucleotide blast do Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST) (ALTSCHUL et al., 1990).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Microplantas

5.1.1 Testes Histoquimicos

Com relacdo aos resultados obtidos nos testes histoquimicos foi possivel
observar uma grande variedade de respostas, devido principalmente as caracteristicas
intrinsecas de cada espécie estudada, o que torna dificil afirmar que exista uma relacao
direta entre os microrganismos e a producao de qualquer um dos compostos avaliados.
A Tabela 2 evidencia a relacdo dos resultados do acumulo de amido, lipideo e
compostos fendlicos de cada microplanta.

Nas microplantas assintomaticas de abacaxi e de orquidea dos trés laboratérios
€ possivel verificar a semelhanca nas respostas aos reagentes, e nas demais
microplantas verifica-se a diversidade de respostas, inerentes as caracteristicas de
cada espécie (Figuras 5, 6 e 7).

Em todas as microplantas estudadas (Figura 5), exceto para a microplanta
mogno (Figura 5Q), foi possivel observar em maior ou menor intensidade a presenca de
compostos fendlicos, na forma de pequenas pontuacbes marrom escuro, em todo o
mesofilo, sobre as células do parénquima, bainha do feixe vascular, como é o caso da
microplanta de cana-de-aclucar (Figura 5K), e também na epiderme, como nas
microplantas de curcuma e manjericdo (Figura 5I-J). Tais compostos sdo metabdlitos
secundarios provenientes da rota do acido chiquimico ou da rota do acido mevaldnico
(CUNHA; ROQUE, 2005; KUKLINSKI, 2000; NASCIMENTO-SILVA; CHINALIA; PAIVA,
2008).

A presencga desses compostos pode auxiliar a planta de diversas formas, como
suporte mecanico, atrativo de polinizadores ou dispersores de frutos, contra herbivoria,
ataque de patogenos, acao alelopatica e protecdo contra radiagdo UV (CROTEAU;
KUTCHAN; LEWIS, 2000; SANTOS et al., 2009; TAIZ; ZEIGER, 2004). Muitos desses

compostos, como a antocianina, carotendides e 6leos essenciais podem influenciar na
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polinizagé@o, na dispersdo de frutos e sementes e na simbiose radicular com bactérias
(MARTINS et al., 1994; SANTOS et al., 2009).

Tabela 2 — Mostra a relacdo das microplantas e os resultados dos testes histoquimicos

realizados, para amido, lipideo e compostos fendlicos

PLANTA AMIDO LIPIDEO CF(El\l\/llch)FcToosS
ABACAXI 1 - + +
ABACAXI 2 - + +
ABACAXI 3 - 4+ +
ORQUIDEA 1 - 4+ +
ORQUIDEA 2 - 4+ -+
ORQUIDEA 3 - 4+ i+
PINHEIRO 1 - 4+ it
SEQUOIA 1 - o+ ot
TECA 1 ; + +
VIOLETA 1 ; 4+ +
VIOLETA 2 ; 4+ +
CANA-DE-ACUCAR 2 - ++ ++
CURCUMA 2 - o +
EUCALIPTO 2 - + -+
MANJERICAO 3 - 4t +
PUPUNHEIRA 3 . o+ t
MOGNO 3 + + )

Nota: Os numeros junto aos nomes das plantas representam respectivamente os laboratérios: 1 =
Fisiologia de Arvores, 2 = Cultura de Tecidos e 3 = Morfogénese e Biologia Reprodutiva de
Plantas, e os sinais (-) ou (+) representam respectivamente auséncia ou presenca das substancias
e, quantitativamente, classificados como pouco presente (+), moderadamente presente (++) ou
intensamente presente (+++), de acordo com a intensidade das respostas aos testes aplicados.
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Figura 5 — Reacdo histoquimica de compostos fendlicos em secc¢bes transversais do terco médio da
lamina foliar das microplantas. A: Abacaxi do laboratério de Fisiologia de Arvores. B: Abacaxi
do laboratério de Cultura de Tecidos. C: Abacaxi do laboratério de Morfogénese e Biologia
Reprodutiva de Plantas. D: Orquidea do laboratério de Fisiologia de Arvores. E: Orquidea do
laboratério de Cultura de Tecidos. F: Orquidea do laboratério de Morfogénese e Biologia
Reprodutiva de Plantas. G: Violeta do laboratério de Cultura de Tecidos. H: Violeta do
laboratério de Fisiologia de Arvores. I: Curcuma. J: Manjericdo. K: Cana-de-aglcar. L:
Eucalipto. M: Pinheiro. N: Sequdia. O: Teca. P: Pupunheira. Q: Mogno. Sendo que na figura
(Q) a reacéo foi negativa e nas demais a reacéo foi positiva na forma de pontua¢des marrom
escuro (setas) em células da bainha do feixe vascular (K), células da epiderme (I e J) e
células do mesofilo (demais). Barra = 20um
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Ha indicios de que os enddfitos podem atuar no sistema de defesa da planta,
contribuindo para uma mudanca estrutural na célula que envolve, entre outras coisas, a
mudanca da parede celular com deposicdo de polissacarideos como a calose, e a
infiltracdo de compostos fendlicos que contribuem com a compactacdo dos
polissacarideos da matriz celular, e quando formados nos espacos intercelulares da
célula hospedeira podem restringir o crescimento de fungo, criando um ambiente
fungistatico (BENHAMOU; KLOEPPER; TUZUN, 1998). Tal caracteristica de defesa
tem sido verificada em diversos estudos e explorada como um potencial uso para
controle biolégico de diversos fitopatégenos, o que mostra o importante papel que
esses endofitos podem desempenhar nas plantas.

Madhaiyan et al. (2004) relataram que bactérias do género Methylobacterium
induziram resisténcia sistémica em plantas de arroz, que por sua vez, produziram
compostos fendlicos e proteinas de resposta contra Rhizoctonia solani, e afirmaram
ainda, que a atividade da bactéria e o aumento no acumulo desses compostos esta
diretamente relacionada com o patdégeno, com as condicdes fisioldgicas e o gendtipo da
planta. Trotel-Aziz et al. (2008) afirmaram que Acinetobacter Iwoffii € um importante
agente de biocontrole de Botrytis cinerea em uva, por induzir respostas de defesa na
planta, pela producdo de fenilalanina amonia liase (PAL) que € uma enzima chave na
sintese de acido salicilico e compostos fendlicos, ambos associados com a resisténcia
na planta.

Em relacdo a reacdo histoquimica para lipideos, as respostas foram todas
positivas (Figura 6) na forma de pontuacdes e contornos que variam de azul escuro a
preto nas paredes das células de todos os tecidos do mesofilo e azul mais claro nas
células de ambas as epidermes e cuticula, variando de uma espécie para outra
somente na intensidade da reacéo.

Para as microplantas de eucalipto e teca, a reacdo se deu com mais intensidade
nas células de ambas as epidermes (Figuras 60) e na cuticula (Figura 6L), havendo
uma reacdo menos expressiva nas ceélulas do mesofilo, ja nas demais espécies essa
reacao foi oposta, sendo mais intensa justamente no mesofilo (Figuras 6A, 6B, 6C, 6D,
6E, 6F, 6G, 6H, 6J, 6K, 6N, 6M, 6P e 6Q).
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Reacéo histoquimica de lipideos em secc¢bes transversais do terco médio da lamina foliar das
microplantas. A: Abacaxi do laboratério de Fisiologia de Arvores. B: Abacaxi do laboratério de
Cultura de Tecidos. C: Abacaxi do laboratério de Morfogénese e Biologia Reprodutiva de
Plantas. D: Orquidea do laboratério de Fisiologia de Arvores. E: Orquidea do laboratério de
Cultura de Tecidos. F: Orquidea do laboratorio de Morfogénese e Biologia Reprodutiva de
Plantas. G: Violeta do laboratorio de Cultura de Tecidos. H: Violeta do laboratério de Fisiologia
de Arvores. |: Curcuma. J: Manjericdo. K: Cana-de-acucar. L: Eucalipto. M: Pinheiro. N:
Sequodia. O: Teca. P: Pupunheira. Q: Mogno. Sendo que em todas as figuras as reagfes foram
positivas, variando de azul escuro a preto nas paredes celulares de todos os tecidos do
mesofilo (A, B, C, D, E, F, G, H, |, J, K, M, N, P e Q) e azul mais claro (setas) nas células
epidérmicas (O) e cuticula (L). Barra = 20um
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Os lipideos, além de constituintes das membranas celulares, podem auxiliar na
prevencao de perda excessiva de agua e na resisténcia a doenca (MENEZES; SILVA,;
MELO-DEPINNA, 2003; TAIZ; ZEIGER 2004). Sob o ponto de vista da cultura de
tecidos a agua pode ser um fator limitante em situacdes extremas, quando o subcultivo
ndo ocorre regularmente, de maneira geral o suprimento de agua para a microplanta é
ideal.

A reacdo histoquimica para amido foi negativa em todas as espécies, exceto
para as microplantas de mogno (Figura 7Q), na qual se péde observar a presenca de
granulos de amido nas células do parénquima palicadico. A auséncia nas demais
espécies (Figura 7) pode ser explicada pelo fato de que as condicbes de cultura de
tecidos representam um ambiente controlado e que supri todas as necessidades
nutricionais das microplantas, pelo uso de meios de cultivo balanceados e adequados a
cada espécie, nao havendo, portanto a necessidade de acumular substancias de
reserva como € o caso do amido.

Cabe salientar, neste aspecto, que as microplantas podem ser consideradas
como heterotroficas, tendo sua fotossintese alterada pelo teor de acucares exdgenos
disponiveis no meio de cultura (ESCALONA et al., 2003; TICHA et al., 1998; VAN LE;
SAMSON; DESJARDINS, 2001). A heterotrofia ou mixotrofia contribui para a reciclagem
dos produtos da respiracdo celular fazendo com que a fotossintese deixe de ser a
principal fonte de carbono (ABREU-TARAZI, 2010).

Além disso, o fato de a reacdo com amido ter sido negativa, no terco médio da
lamina foliar, para a maioria das microplantas representa uma resposta comum a
grande parte das espécies, podendo ser benéfica do ponto de vista metabdlico, uma
vez que o amido pode afetar diretamente as reacdes fotossintéticas da planta, pois
dificulta a chegada do diéxido de carbono aos sitios de carboxilagdo da Rubisco
(NASCIMENTO-SILVA; CHINALIA; PAIVA, 2008).
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Figura 7 — Reacéo histoquimica de lipideos em secc¢des transversais do terco médio da lamina foliar das
microplantas. A: Abacaxi do laboratério de Fisiologia de Arvores. B: Abacaxi do laboratério de
Cultura de Tecidos. C: Abacaxi do laboratério de Morfogénese e Biologia Reprodutiva de
Plantas. D: Orquidea do laboratério de Fisiologia de Arvores. E: Orquidea do laboratério de
Cultura de Tecidos. F: Orquidea do laboratério de Morfogénese e Biologia Reprodutiva de
Plantas. G: Violeta do laboratério de Cultura de Tecidos. H: Violeta do laboratério de Fisiologia
de Arvores. |: Curcuma. J: Manjericdo. K: Cana-de-acucar. L: Eucalipto. M: Pinheiro. N:
Sequéia. O: Teca. P: Pupunheira. Q: Mogno. Sendo que somente na figura (Q), verifica-se
reacdo positiva com presenca de granulos de amido (setas) nas células do parénquima
palicadico. Barra = 20um
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Poucos sdo os trabalhos que descrevem as caracteristicas de acumulo de
componentes nas plantas por meio de testes histoquimicos, o que dificulta
sobremaneira a comparacdo dos resultados obtidos com a literatura, principalmente
trabalhos que retratem as espécies do presente estudo salientando que tais trabalhos
se restringem a verificacdo de espécies de interesse farmacoldgico ou medicinal. Além
disso, somente um trabalho que conseguisse obter plantas verdadeiramente axénicas
poderia ser capaz de comprovar a responsabilidade ou participacdo de um determinado

microrganismo na producao e acumulo desses compostos.

5.1.2 Andlise Ultraestrutural

5.1.2.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A andlise ultraestrutural por meio da MEV permitiu observar os microrganismos
endofiticos colonizando diversos tecidos da lamina foliar das microplantas
assintomaticas, consideradas axénicas, como epiderme, parénquima e bainha do feixe
vascular. As células bacterianas estdo presentes nas paredes internas, sem padrao de
distribuicdo nas células, os formatos e tamanhos tiveram pequenas variacdes nas
microplantas, podendo caracterizar uma diversidade de microrganismos.

Para as microplantas assintomaticas de abacaxi do laboratorio de Fisiologia de
Arvores, foi possivel verificar a presenca de dois grupos basicos de microrganismos no
parénquima clorofiliano, o primeiro constituido por microrganismos maiores com formato
arredondado (Figura 8A) e o segundo, por microrganismos menores de formato que
varia de arredondado a bastonete (Figuras 8B-C). Ja nas microplantas assintomaticas
de abacaxi dos laboratérios de Cultura de Tecidos e de Morfogénese e Biologia
Reprodutiva de Plantas, foi possivel verificar a presenga de microrganismos um pouco
menores (Figuras 8D-I) e de formato arredondado, presentes nas células do
parénquima clorofiliano e bainha do feixe vascular.

Em todas as microplantas de abacaxi foi evidente a formacdo de biofilmes por
aglomerados bacterianos intracelulares (Figuras 8A, 8C, 8E, 8F e 8G). Os biofilmes

microbianos sdo complexos e analogos a tecidos organizados de espécies superiores,
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compostos por polissacarideos, que envolvem a superficie de tecidos protegendo-o
contra a dessecacdo, pois tendem a absorver agua e formar um microclima saturado
que protege ndo sO o vegetal como 0s microrganismos associados, auxiliando no
estabelecimento da planta, principalmente em ambientes in0spitos, no crescimento e na
protecdo contra o ataque de patdogenos (BANDARA; SENEVIRATNE; KULASOORIYA,
2006; BARROW; OSUNA-AVILA; REYES-VERA, 2004).

Figura 8 — Fotomicrografias obtidas por microscopia eletrénica de varredura do terco médio da lamina
foliar de microplantas assintométicas de abacaxi. A — C: Laboratdrio de Fisiologia de Arvores.
D — F: Laboratorio de Cultura de Tecidos. G — |: Laboratério de Morfogénese e Biologia
Reprodutiva de Plantas. Com destaque aos microrganismos (setas brancas) colonizando as
células parenquimaticas (A, B, C, D, E, F e G) e da bainha do feixe vascular (H e I), além da
producéo de biofilme (setas pretas)
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Nas microplantas assintomaticas de orquidea (Figura 9), foi possivel observar
bactérias muito semelhantes em formato as encontradas em abacaxi, colonizando os
tecidos da lamina foliar, inclusive com formacdo de biofiimes (Figura 9B, 9E, 9H),
mesmo nao tendo havido resultado no isolamento. O fato de se verificar
microrganismos num tecido ndo garante o seu isolamento, podendo se tratar de
microrganismos fastidiosos (ndo cultivaveis). Esses resultados comprovam a eficacia e
rapidez de meétodos diretos e independentes de cultivo para a investigacdo da
microbiota endofitica presente nas microplantas.

Nas demais microplantas estudadas foi possivel observar a presenca, de
moderada a alta, de microrganismos colonizando os tecidos do terco médio da lamina
foliar (Figuras 10, 11 e 12). Em microplantas assintomaticas de violeta dos dois
laboratorios, curcuma e manjericdo (Figura 10) observam-se microrganismos
semelhantes em formato e tamanho com os encontrados nas microplantas de abacaxi
do laboratério de Fisiologia de Arvores.

Outro padrao de microrganismos pode ser observado em microplantas de cana-
de-acucar, eucalipto, pinheiro e sequdia (Figura 11), pois, além dos microrganismos de
formato arredondado semelhantes aos das outras microplantas, existe um aglomerado
dentro das células do parénquima (Figuras 11C, 11E, 11G e 11L), podendo ser a
associacdo das bactérias e o biofilme produzido, dando a impressdo de ser uma
‘massa”. Dong et al. (1994) trabalhando com cana-de-aclUcar observaram claramente
em MEV tais aglomeracdes de mucilagem, aferindo sua importancia na fixacdo dessas
bactérias nas paredes celulares. Além disso, segundo Watnick e Kolter (2000), as
bactérias ao se associarem a biofiimes sdo favorecidas e resistem a acdo de
patégenos, antibidticos e detergentes. Neste contexto, ressalta-se, ainda o trabalho de
Abreu-Tarazi (2010), no qual reafirma a importancia dos biofilmes e o seu papel na
absorcao e translocacao de antibidticos pelas raizes de microplantas de abacaxi.

Cabe destacar uma semelhanca das bactérias de cana-de-agucar observadas na
Figura 11B, com as observadas no trabalho de Franke-Whittle et al. (2005), que
inocularam Gluconacetobacter sacchari, isoladas de plantas de cana-de-acucar, em
microplantas axénicas de cana-de-agucar e observaram em MEV, podendo ser as

bactérias inoculadas ou endofiticas ja presentes nas microplantas. Além disso, 0s
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mesmos autores revelaram a existéncia dessas bactérias isoladas ou em grupos de até
quatro células, nos espacos intercelulares e intracelulares de células do parénquima de

microplantas de cana-de-acucar.

Figura 9 — Fotomicrografias obtidas por microscopia eletrénica de varredura do terco médio da lamina
foliar de microplantas assintomaticas de orquidea. A — C: Laboratério de Fisiologia de
Arvores. D — F: Laboratério de Cultura de Tecidos. G — |: Laboratério de Morfogénese e
Biologia Reprodutiva de Plantas. Com destaque aos microrganismos (setas brancas)
colonizando as células parenquimaticas do mesofilo, além da producédo de biofilme (setas
pretas)
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Figura 10 — Fotomicrografias obtidas por microscopia eletrénica de varredura do terco médio da lamina
foliar de microplantas assintométicas. Com destaque as bactérias (setas brancas) presentes
nas células parenquiméaticas e da bainha do feixe vascular (FV). A — C: Violeta do laboratério

de Cultura de Tecidos. D — F: Violeta, do laboratério de Fisiologia de Arvores. G — I:
Cdrcuma. J — L: Manjericdo
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Figura 11 — Fotomicrografias obtidas por microscopia eletrénica de varredura do terco médio da lamina
foliar de microplantas assintomaticas. Com destaque as bactérias (setas brancas) presentes
nas células parenquimaticas, da bainha do feixe vascular (FV). A — C: Cana-de-agucar. D —
F: Eucalipto. G — I: Pinheiro. J — L: Sequéia. Sendo XI = xilema
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Figura 12 — Fotomicrografias obtidas por microscopia eletronica de varredura do terco médio da lamina
foliar de microplantas assintomaticas. Com destaque as bactérias (setas brancas) presentes
nas células parenquimaticas e da bainha do feixe vascular (FV). A — C: Teca. D — F;
Pupunheira. G — I: Mogno

As imagens das microplantas assintomaticas de mogno (Figuras 12G-I)
evidenciam a existéncia predominante de um grupo de microrganismos arredondados
relativamente pequenos. Em pupunheira essas células microbianas sao ainda menores
(Figuras 12D-F), o que comprova uma diversidade de espécies que colonizam os
tecidos de plantas arbitrariamente classificadas como axénicas. A morfologia das
células bacterianas se assemelha com a morfologia de algumas células encontradas no

trabalho de Almeida et al. (2009) com microplantas assintomaticas de pupunheira.
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Almeida et al. (2009) utilizaram a microscopia eletronica de varredura como
ferramenta importante para comprovar a existéncia de endosimbiontes em microplantas
assintomaticas de pupunheira, relataram, que a manutencdo desses microrganismos no
processo de micropropagacao indica que sao muito estaveis e importantes para o

desenvolvimento da planta, desempenhando importante papel no seu metabolismo.

5.1.2.2 Microscopia Eletronica de Transmisséo (MET)

A andlise ultraestrutural com MET permitiu a visualizagdo pormenorizada das
células do terco médio da lamina foliar das microplantas, e de seus respectivos
constituintes, bem como a presenca frequente de células bacterianas colonizando os
espacos intercelulares e intracelulares.

Nas microplantas assintomaticas de abacaxi e de orquidea pertencentes aos trés
laboratérios foi possivel observar a presenca de células bacterianas no meio
intracelular, retidas na pequena porcdo do citoplasma, entre a parede celular e o
tonoplasto (Figuras 13A, 13B, 13F, 13I, 14A, 14C, 14F e 14G) ou no citoplasma de
células mais jovens (Figuras 13E, 13G, 13H, 14B e 14l), ou préximas ao cloroplasto
(Figuras 13C, 13D, 14D e 14H), ou ainda no vacuolo (Figura 14E).

A variacdo de formatos e tamanhos, assim como o observado em MEV, foi
evidenciada com MET, encontrando-se formatos cocoéides ou arredondados e de
bastonetes, o que comprova, uma diversidade de espécies colonizando as microplantas
assintomaticas, consideradas axénicas, além disso, é possivel verificar algumas células
bacterianas associadas a outras (Figuras 13A, 13D, 13E, 13G, 13H, 14A, 14B, 14D,
14E, 14G, 14H e 14I) e algumas isoladas (Figuras 13B, 13C, 13F, 13I, 14C e 14F).
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Figura 13 — Fotomicrografias obtidas por microscopia eletronica de transmisséo do terco médio da lamina
foliar de microplantas assintomaticas de abacaxi. A — C: Laboratério de Fisiologia de Arvores.
D — F: Laborat6rio de Cultura de Tecidos e G — I: Laboratério de Morfogénese e Biologia
Reprodutiva de Plantas. Nas quais se observa as células bacterianas (setas brancas), com
diferentes tamanhos e formatos, que variam de cocoides (A, B, D, G e H), bastonetes (C, E, F
e 1). Sendo, cit= citoplasma; par= parede celular; vac= vacuolo; ton= tonoplasto; int= espaco
intercelular; clo= cloroplasto

Nas demais microplantas pode-se observar a diversidade bacteriana pela
morfologia das células, com predominio de células arredondadas e bastonetes, assim
como as encontradas em microplantas de abacaxi e orquidea. O padréo de distribuicdo
nas células, também se assemelha muito as microplantas supracitadas: células
bacterianas no meio intracelular, retidas na pequena por¢cdo do citoplasma, entre a
parede celular e o tonoplasto (Figuras 15F, 15F, 15G, 15H, 15I, 15J, 15K, 16F, 16G,
16H, 16J, 16K, 16L, 17A, 17B, 17C, 17G, 17H e 17I), ou no citoplasma de células mais
jovens (Figuras 15A, 15B, 15C, 15D, 16A, 16C, 16D, 16E e 17E), ou préximas ao
cloroplasto (15E, 15L, 17D e 17F).



69

LM £l P ), opm

Figura 14 — Fotomicrografias obtidas por microscopia eletrdnica de transmissao do terco médio da lamina
foliar de microplantas assintomaticas de orquidea. A — C: Laboratério de Fisiologia de
Arvores. D — F: Laboratério de Cultura de Tecidos e G — |: Laboratério de Morfogénese e
Biologia Reprodutiva de Plantas. Nas quais se observa as células bacterianas (setas
brancas), com diferentes formatos de cocoéides (A, B, D, E, G e H), bastonetes (F e 1),
cilindricas com membranas internas (C). Sendo, cit= citoplasma; par= parede celular; vac=
vacuolo; ton= tonoplasto; clo= cloroplasto

Em microplantas assintomaticas de pinheiro foi possivel observar, além das
células bacterianas, predominantemente, em formato de bastonetes, a producdo de
uma matriz polimérica aderida a superficie das paredes celulares externas, ou seja, no
apoplasto (Figura 16l), podendo ser a producdo de biofilmes, com sua funcdo e
importancia ja ressaltadas.
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Figura 15 — Fotomicrografias obtidas por microscopia eletrdnica de transmissao do ter¢co médio da lamina
foliar de microplantas assintomaticas. A — C: Violeta do laboratério de Cultura de Tecidos. D —
F: Violeta do laboratério de Fisiologia de Arvores. G — I: Carcuma. J — L: Manjericdo. Nas
guais se observa as células bacterianas (setas brancas) no citoplasma, com diferentes
formatos de cocdides (A, B, C, D, E, F, G, H, |, J, K e L), bastonetes (C, D, G e K). Sendo,
cit= citoplasma; par= parede celular; vac= vacuolo; ton= tonoplasto; int= espago intercelular;
clo= cloroplasto

A excecao a regra foi verificada nas microplantas de cana-de-agucar, nas quais,
além de bactérias presentes nos espacos intracelulares, foi possivel observar,
frequentemente, a presenca de células bacterianas nos espacos intercelulares (Figura
16B). A observacdo de bactérias no apoplasto é tecnicamente dificil, uma vez que
gualquer bactéria livre no apoplasto pode ser lavada com facilidade durante o processo
de preparacdo normal para MET. Segundo Dong et al. (1994), o que permite a
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visualizacdo dessas bactérias é o fato de estarem proximas a parede celular e imersas
em uma mucilagem que se adere as paredes que revestem 0s espacos intercelulares.
Existem fortes indicios de que essas bactérias que colonizam os espacos intercelulares
de cana-de-agUcar e outras gramineas como arroz, sejam endofiticas fixadoras de
nitrogénio (ELBELTAGY et al., 2001), sendo Acetobacter, Azoarcus, e Herbaspirillum as
principais bactérias encontradas em gramineas (JAMES; OLIVARES, 1998;
REINHOLD-HUREK; HUREK, 1998). Elbeltagy et al. (2001), em trabalho com arroz e
Dong et al. (1994), com cana-de-acgUcar, encontraram bactérias morfologicamente muito
semelhantes as observadas neste trabalho e da mesma forma, habitando os espacos
intercelulares.

Cabe destacar que em algumas microplantas houve o predominio de células
bacterianas associadas, que em muitos casos estdo agrupadas e compartimentalizadas
por membranas, formando verdadeiras bolsas, como ocorre nas microplantas de violeta
cultivadas nos dois laboratérios (Figuras 15C-D), curcuma (Figura 15G), eucalipto
(Figuras 16D-F), pinheiro (Figura 16G), sequdia (Figura 16J), teca (Figuras 17A-C) e
pupunheira (Figuras 17D e 17E). Em microplantas de teca essa estrutura vesicular
parece ser ainda mais organizada, com presen¢a de membranas (Figura 17B), podendo
ser o inicio da formacéo de alguma estrutura bacteriana (bacteriossomo).

Essa formacédo de vesiculas com grupos de colénias de bactérias foi relatada em
microplantas de pupunheira por Almeida et al. (2009) corroborando nossos resultados
obtidos no presente trabalho, com essa espécie, bem como sustenta a possibilidade

desse arranjo se fazer presente nas demais espécies de microplantas.
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Figura 16 — Fotomicrografias obtidas por microscopia eletrdnica de transmissédo do terco médio da lamina
foliar de microplantas assintométicas. A — C: Cana-de-aglcar. D — F: Eucalipto. G — I
Pinheiro. J — L: Sequdia. Nas quais se observa as células bacterianas (setas brancas) no
citoplasma, com diferentes formatos de cocéides (A, B, D, E, F, G e J), bastonetes (C, D, G,

H, K e L). Sendo, par= parede celular; int= espaco intercelular; ton= tonoplasto; film= biofiime;
ves= vesicula, mit= mitocondria
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Figura 17 — Fotomicrografias obtidas por microscopia eletrdnica de transmissédo do terco médio da lamina
foliar de microplantas assintomaticas. A — C: Teca. D — F: Pupunheira. G — |: Mogno. Nas
qguais se observa as células bacterianas (setas brancas), com diferentes tamanhos e
formatos, que variam de cocodides (A, B, C, D, G e |), bastonetes (A, B, E, G e H), bem como
a formacédo de estruturas membranosas que englobam as bactérias. Sendo, par= parede
celular; ves= vesicula; clo=cloroplasto; mem= membranas.

5.1.3 Anélise Molecular

5.1.3.1 Extracdo do DNA Gendmico Total das Microplantas

O DNA extraido das amostras apresentou alto rendimento e qualidade, quando
comparadas com padrdo molecular e de massa, permitindo o prosseguimento as
analises moleculares previstas. Dessa forma, € possivel concluir que o protocolo de
extracdo foi eficiente para obtencdo de DNA em quantidade e qualidade adequadas,
como verificado em outros trabalhos que utilizaram protocolos de extracdo semelhantes
ao utilizado no presente estudo (AUSUBEL et al., 2005; SUN et al., 2008; THOMAS et
al., 2007).
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5.1.3.2 Amplificagdo do Gene 16S rRNA de Bacteria

Os produtos de PCR com aproximadamente 1500pb (Figura 18), foram obtidos
em quantidade suficiente para futuras reacdes. Esse resultado indicou que, nas
microplantas assintomaticas e aparentemente axénicas, h4 a presenca do gene 16S
rRNA de Bactéria. A regido 16S rDNA é conservada nos procariotos e minimas
modificacdes na sua composicao distinguem as espécies, por essa razao, constitui a
regido de identidade dos procariotos e sua amplificacdo dentro do DNA gendmico total
da microplanta, confirma a existéncia dessas bactérias nos seus tecidos (REIS Jr. et al.,
2002).

PM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 CN CPPM
v : 2072pb

e e e e e e gy -

600pb

Figura 18 — Resultado da amplificacdo do gene 16S rRNA de Bacteria com os oligonucleotideos fD1 e
rD1 a partir do DNA total das microplantas (parte aérea e subterrdnea) assintométicas dos
trés laboratérios. Perfil eletroforético em gel de agarose 1% contendo brometo de etideo,
sendo PM — padrdo de peso molecular 100 pb DNA Ladder (Invitrogen), 1 = Orquidea do
laboratério de Morfogénese e Biologia Reprodutiva de Plantas, 2 = Teca, 3 = Orquidea do
laboratorio de Fisiologia de Arvores, 4 = Manjericdo, 5 = Orquidea do laboratério de Cultura
de Tecidos, 6 = Clrcuma, 7 = Abacaxi do laboratério de Cultura de Tecidos, 8 = Violeta do
laboratério de Cultura de Tecidos, 9 = Pupunheira, 10 = Mogno, 11 = Cana-de-a¢Ucar, 12 =
Eucalipto, 13 = Abacaxi do laboratério de Morfogénese e Biologia Reprodutiva de Plantas, 14
= Sequodia, 15 = Pinheiro, 16 = Violeta do laboratério de Fisiologia de Arvores, 17 = Abacaxi
do laboratdrio de Fisiologia de Arvores, CN — controle negativo, CP — controle positivo

Estudos moleculares permitem a avaliagdo direta da diversidade estrutural de
comunidades microbianas, evitando etapas de cultivos bacterianos, assim, regides
variaveis de gene 16S ribossomal podem ser amplificadas a partir do DNA extraido de
gualquer organismo na natureza, utilizando primers especificos de regides conservadas
de bactéria (GARBEVA et al., 2001). Dessa forma, a analise do gene de 16S rRNA tem
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sido utilizada, juntamente com outras técnicas no estudo da diversidade endofitica
(GARBEVA et al., 2001; LACAVA et al., 2006; REITER et al., 2003; SUN et al., 2008).

A comunidade cientifica tem questionado a eficacia dos métodos de analise
independentes de cultivo para enddfitos, principalmente, no tocante a amplificacdo do
gene 16S rRNA de Bactéria, devido ao fato de que o DNA total extraido da planta, inclui
DNAs que ndo séo propriamente da comunidade endofitica, havendo, por tanto, a
possibilidade de superestimar a comunidade ou ainda, aferir sua existéncia de maneira
equivocada. Quando se admite que a partir do processo evolutivo de endossimbiontes,
bactérias que viviam livres, hoje fazem parte da célula como organelas (cloroplasto e
mitocondria) (DOOLITTLE, 1998; SELOSSE; ALBERT; GODELLE, 2001), pode-se
esperar que do processo de amplificacdo do gene 16S rRNA de Bacteria resulte na
amplificacdo do DNA cloroplastidial (16S rDNA) e mitocondrial (18S rDNA), e ndo de
uma comunidade bacteriana endofitica (CHELIUS; TRIPLETT, 2001; SUN et al., 2008).

No entanto, Chelius e Triplett (2001), desenharam um primer para amplificar
diretamente as sequéncias bacterianas endofiticas de raizes de milho e seu uso tem
sido relatado em diversos estudos com endofiticos (IDRIS et al., 2004; MULLER,;
DORING, 2009; SUN et al., 2008; ULRICH; ULRICH; EWALD, 2008) para minimizar as
interferéncias que essas organelas causam no estudo da comunidade endofitica de
plantas. Chelius e Triplett (2001) desenharam o primer 799f (5'AAC MGG ATT AGA
TAC CCK G 3') que amplifica a maioria das sequéncias bacterianas, pois possui alta
especificidade com gene 16S rRNA de Bactéria, excluindo o DNA cloroplastidial, e
gerando um produto mitocondrial de aproximadamente 1,5 vezes o tamanho do produto
bacteriano.

Dessa forma, na tentativa de excluir essas interferéncias, utilizou-se o par de
oligonucleotideos 799f (5'AAC MGG ATT AGA TAC CCK G 3') (CHELIUS; TRIPLETT,
2001) e 1492r (5'TAC GG(C/T) TAC CTT GTT ACG ACT T 3') (LANE, 1991), que juntos
permitem a amplificacdo de dois produtos, um mitocondrial de aproximadamente
1090pb e outro bacteriano de 735pb, os quais podem ser separados eletroforeticamente
em gel de agarose (CHELIUS; TRIPLETT, 2001; SUN et al., 2008). As Figuras 19 e 20
mostram os produtos amplificados com os primers 799f e 1492r (dois fragmentos): um
produto de 700pb a 800pb e outro de 1000pb a 1100 pb.
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Figura 19 — Resultado da amplificagdo do gene 16S rRNA de Bacteria com os oligonucleotideos 799f e
1492r para exclusdo do gene 16S cloroplastidial a partir do DNA total das microplantas
assintomaticas dos trés laboratérios. Perfil eletroforético em gel de agarose 1% contendo
brometo de etideo, sendo PM — padrdo de peso molecular 100 pb DNA Ladder (Invitrogen), 1
= Cana-de-agucar, 2 = Teca, 3 = Eucalipto, 4 = Manjericdo, 5 = Orquidea do laboratorio de
Cultura de Tecidos, 6 = Clrcuma, 7 = Abacaxi do laboratério de Cultura de Tecidos, 8 =
Violeta do laboratério de Cultura de Tecidos, 9 = Pupunheira, 10 = Mogno

1090pb
735pb

Figura 20 — Resultado da amplificacdo do gene 16S rRNA de Bacteria com os oligonucleotideos 799f e
1492r para exclusdo do gene 16S cloroplastidial a partir do DNA total das microplantas
assintomaticas dos trés laboratérios. Perfil eletroforético em gel de agarose 1% contendo
brometo de etideo, sendo PM — padrao de peso molecular 100 pb DNA Ladder (Invitrogen),
11 = Abacaxi do laboratério de Morfogénese e Biologia Reprodutiva de Plantas, 12 =
Orquidea do laboratério de Morfogénese e Biologia Reprodutiva de Plantas, 13 = Sequéia, 14
= Pinheiro, 15 = Violeta do laboratério de Fisiologia de Arvores, 16 = Abacaxi do laboratério
de Fisiologia de Arvores, 17 = Orquidea do laboratério de Fisiologia de Arvores

Os perfis eletroforéticos mostram o esperado e corroboram com 0s existentes na
literatura, nos quais verificam-se a obtencdo de duas bandas no gel, confirmando a
presenca de DNA bacteriano, proveniente da comunidade endofitica. Além disso,
evidenciam a eficiéncia do primer 799f em excluir as interferéncias geradas pelas
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organelas e eliminar possiveis duvidas, geradas na analise independente de cultivo,
acerca da existéncia de uma comunidade endofitica nas microplantas do presente

trabalho.

5.1.3.3 Eletroforese em Gel com Gradiente Desnaturante (DGGE)

A técnica de PCR-DGGE permitiu uma analise independente do cultivo da
comunidade bacteriana em estudo, tendo como limite de deteccdo, grupos que
representam ao menos 1% da comunidade bacteriana total. A técnica de eletroforese
em gel com gradiente desnaturante (DGGE) possibilita a separacdo dos produtos de
PCR de acordo com suas sequéncias de pares de bases, e ndo de acordo com 0s
tamanhos dos fragmentos de DNA, como a maioria das técnicas de fingerprint genético
(GARBEVA et al., 2001; MUYZER, 1999; MUYZER; SMALLA, 1998). Assim,
teoricamente, cada banda no gel representa uma espécie ou um grupo de espécies de
bactéria, e a imagem final do gel correspondera a um padréo referente a comunidade
bacteriana das microplantas estudadas.

A Figura 21 mostra no perfil do gel de DGGE as comunidades bacterianas
endofiticas associadas a cada microplanta. Pode-se observar que algumas bandas
estdo presentes em todas as microplantas independente do laboratério e da espécie,
indicando que alguns grupos de bactérias se associam as plantas de maneira muito
especifica, ndo sofrendo influéncia do ambiente (laboratério) nem das diferentes formas
de conducdo e micropropagacdo adotadas nestes laboratérios (Figura 21 setas
vermelhas). Outros grupos aparecem somente em determinada espécie de planta,
podendo estar relacionados a algum nicho especifico ou alguma especificidade em

colonizar determinada espécie ao invés de outra (Figura 21 circulos azuis).
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Figura 21 — Gel de DGGE de comunidades bacterianas associadas as microplantas sendo: 1 = Violeta do

laboratério de Cultura de Tecidos, 2 = Mogno, 3 = Eucalipto, 4 = Cana-de-agUcar, 5 =
Pupunheira, 6 = Cdrcuma, 7 = Orquidea do laboratério de Morfogénese e Biologia
Reprodutiva de Plantas, 8 = Manjericdo, 9 = Abacaxi do laboratério de Fisiologia de Arvores,
10 = Teca, 11 = Abacaxi do laboratério de Morfogénese e Biologia Reprodutiva de Plantas,
12 = Violeta do laboratério de Fisiologia de Arvores, 13 = Sequéia, 14 = Pinheiro, 15 =
Abacaxi do laboratério de Cultura de Tecidos, 16 = Orquidea do laboratério de Cultura de
Tecidos, 17 = Orquidea do laboratério de Fisiologia de Arvores. Circulos azuis indicam
bandas raras (aparecem somente em uma microplantas). Seta vermelha indica as bandas
comuns a todos as microplantas

A partir do perfil de DGGE foi elaborada a Tabela 3, na qual estima-se

numericamente a diversidade das espécies bacterianas, a partir da visualizacédo e

contagem das bandas que aparecem no perfil para cada microplanta. Inferindo-se,

dessa forma, a diversidade de espécies de bactérias que colonizam os tecidos das

respectivas microplantas.
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Tabela 3 — Numero de bandas observadas em gel de DGGE nas diferentes

microplantas

BANDAS
MICROPLANTAS
TB BC BR
Violeta 2 7 2 0
Mogno 10 2 2
Eucalipto 14 2 2
Cana-de-acucar 17 2 0
Pupunheira 22 2 1
Cdrcuma 18 2 3
Orquidea 3 17 2 3
Manijericao 19 2 1
Abacaxi 1 24 2 1
Teca 11 2 1
Abacaxi 3 18 2 0
Violeta 1 15 2 1
Sequoia 14 2 0
Pinheiro 15 2 3
Abacaxi 2 16 2 0
Orquidea 2 17 2 1
Orquidea 1 17 2 0

Nota: TB = Total de bandas; BC = Bandas comuns; BR = Bandas raras. Os numeros junto aos nomes
das plantas representam respectivamente os laboratérios: 1 = Fisiologia de Arvores, 2 = Cultura de
Tecidos e 3 = Morfogénese e Biologia Reprodutiva de Plantas.

Cabe salientar que os parametros usados para confeccionar a Tabela 3 levaram
em conta as bandas visiveis no gel, na qual TB representa o total de bandas que
apareceram no perfil de cada microplanta, BC representa o numero de bandas que
aparecem em todas as microplantas e BR sao as bandas que aparecem somente em
uma microplanta.

A partir da Tabela 3 pode-se observar que a microplanta violeta cultivada no
laboratdrio de Cultura de Tecidos, apresentou o0 menor numero de bandas (7), ao passo
que, a microplanta de abacaxi cultivada no laboratério de Fisiologia de Arvores
apresentou o maior numero de bandas (24). Estes numeros refletem, teoricamente, o

numero de espécies de bactérias presentes na microplanta e, consequentemente, na
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diversidade da comunidade endofitica. Teoricamente, pois, segundo Boon et al. (2002)
0 numero e a intensidade das bandas num gel de DGGE néo representa a abundancia
das espécies dentro da comunidade microbiana, um organismo pode produzir mais de
uma banda no DGGE, devido aos seus multiplos e heterogéneos operons de RNA, por
outro lado, sequéncias parciais de 16S rDNA nem sempre permitem a distingdo entre
espécies, tanto que, uma unica banda no DGGE pode representar varias espécies com
sequéncias parciais de 16S idénticas.

Além disso, ainda segundo os autores, uma mistura de rDNAs pode apresentar
diferentes concentragcbes de sequéncias menores e ndo serem amplificadas
suficientemente para serem visualizadas como uma banda no gel de DGGE. Desta
forma, o padrdo de bandas reflete somente o rDNA mais abundante na comunidade
microbiana (GARBEVA et al., 2001). Por esta razdo, a DGGE tem sido usada para
determinar a diversidade genética da comunidade bacteriana total ou de uma populagéo
sem caracterizacd@o de seus individuos, sendo uma medida indicativa e ndo absoluta do
grau de diversidade (BOON et al., 2002; MUYZER, 1999).

As andlises de agrupamento hierarquico foram realizadas usando o algoritmo
UPGMA (Unweighted Pair-Group Method using Arithmetic Averages), testando os
coeficientes de Pearson (curva densitométrica), Jaccard e Dice (presenca/auséncia)
para calculo da matriz de distancia dos perfis de bandas reveladas para as
comunidades de Bacteria. Tornando possivel verificar, de maneira satisfatéria, a
topologia global obtida com a matriz de distancia calculada com os diferentes
coeficientes, no entanto, o agrupamento obtido com o coeficiente de Jaccard revelou a
melhor similaridade entre os perfis analisados (Figura 22).
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Figura 22 — Agrupamento hierarquico da comunidade bacteriana total de cada microplanta, realizado com
o0 algoritmo UPGMA e coeficiente de correlagdo de Jaccard

O dendrograma mostrou a presenca de bandas especificas e de bandas comuns
em cada microplanta, assim como verificado na Figura 21 e Tabela 3. As diferencgas nas
comunidades bacterianas existentes nas microplantas de abacaxi dos trés laboratérios,
provavelmente se devem ao fato de que mesmo se tratando de uma mesma espécie,
apresentam procedéncias distintas de propagulos iniciais, considerando-se ainda, a
forma como foram conduzidos no estabelecimento in vitro da cultura para cada
laboratério, além de serem individuos diferentes e ndo clones, admitindo-se a

possibilidade de ocorréncia de selecao de alguns enddfitos em relacéo a outros, ou até
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mesmo, e principalmente, o favorecimento de uma determinada comunidade em
detrimento de outra. Tal diferenca pode ter ocorrido, também, nas microplantas de
orquidea dos trés laboratorios e de violeta dos dois laboratérios (Fisiologia de Arvores e
de Cultura de Tecidos).

De acordo com Pamphile e Azevedo (2002), a especificidade da associacéo
enddfito e planta hospedeira é influenciada através de um ou mais fatores ambientais,
além de fatores genéticos da planta na interacdo com o endofitico. Quando se trata de
cultura de tecidos, alguns aspectos macroambientais sdo desconsiderados, como
estresse hidrico, balanco nutricional, por se tratar de um ambiente controlado. No
entanto, alguns aspectos microambientais podem influenciar drasticamente a
manutencdo e diversidade endofitica. Dessa forma, as condicbes bioquimicas e
fisiologicas das células estabelecidas pelo organismo hospedeiro, podem influenciar de
forma distinta, levando a uma selecdo diferencial de microrganismos associados
(ANDREOTE et al., 2009b; 1IZUMI et al., 2008; PAMPHILE; AZEVEDO, 2002; SCHULZ,
BOYLE, 2005; STURZ; NOWAK, 2000;).

Outro aspecto fundamental para as diferencas na comunidade endofitica de cada
microplanta é a competicao interna entre os enddfitos no processo de colonizacdo dos
tecidos vegetais. Tal competicdo representa o estabelecimento de alguns endoéfitos em
detrimento de outros, pela competicdo nutricional e exclusdo de nichos, que se
estabelece quando alguns (denominados de competentes) se proliferam mais
rapidamente pela planta hospedeira e modulam condicdes fisioldégicas do vegetal para
sua manutencdo, estabelecendo uma relagdo benéfica com a planta (HARDOIM;
OVERBEEK; ELSAS, 2008).

As semelhancas entre as comunidades endofiticas das microplantas podem
estar relacionadas com a ecologia desses grupos de bactérias, que tém uma dinamica
populacional diretamente relacionada com o metabolismo vegetal e também com a
disponibilidade de nutrientes que modulam a ocupacdo de nicho e estrutura das
comunidades bacterianas (ANDREOTE et al., 2009a; BATTIN et al., 2007; BAUDOIN;
BENIZRI; GUCKERT, 2003; IZUMI et al., 2008).

A distribuicdo das comunidades bacterianas também foi representada pela
Andalise de Componentes Principais (PCA), na qual se observa a dispersdo das
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microplantas, sem um agrupamento definido. Dessa forma, a PCA (Figura 23)
comprova a existéncia de uma diversidade bacteriana, caracterizada por diferencas
estruturais na composicdo das comunidades, independente do laboratério e das
condicbes de cultivo a que essas microplantas foram submetidas. Se os
microrganismos, a que o presente estudo se refere, fossem meras contaminagdes
inerentes a falhas no sistema de micropropagacao, todos os resultados apresentados
deveriam, agrupar as espécies de cada laboratério separadamente, formando trés
grandes grupos, 0 que ndo acontece, permitindo aferir que os microrganismos estao

associados de uma maneira muito mais especifica e consistente do que se supunha.
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Figura 23 — Agrupamento por PCA com base nos perfis de bandas de DGGE das comunidades
bacterianas totais associadas as diferentes microplantas. Sendo: Lab 1 = Laboratério de
Fisiologia de Arvores, Lab 2 = Laboratério de Cultura de Tecidos, Lab 3 = Laboratério de
Morfogénese e Biologia Reprodutiva de Plantas
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A PCA é importante para evidenciar o padréo de distribuicdo das microplantas de
acordo com a diversidade bacteriana nela existente. Segundo, Ferreira et al. (2009) a
analise de agrupamento por dendrogramas de similaridade dispde as variaveis de forma
unidimensional, o que prejudica uma visualizacdo mais clara das relacdes existentes
entre os grupos, em contrapartida, a andlise multivariada, como por exemplo, a PCA, é
capaz de fornecer maiores detalhes destas interacdes em funcdo de decompor a
variacdo dos dados em varios componentes e de dispor a informacdo de forma
multidimensional.

Sendo assim, os resultados moleculares e histolégicos apresentados confirmam
que a planta é um suporte onde diferentes nichos estdo dispostos para serem
colonizados por bactérias e que diferentes grupos bacterianos tém capacidade de
colonizacdo distinta diante desses nichos. (QUADT-HALLMANN; HALLMAN;
KLOEPPER, 1997; ABREU-TARAZI, 2010; ABREU-TARAZI et al., 2010).

5.1.4 Isolamento

O isolamento permitiu verificar que nas microplantas assintomaticas de abacaxi
provenientes do laboratério de Fisiologia de Arvores houve o crescimento de dois
microrganismos aparentemente distintos, devido a conformacéo de suas colbnias. Uma
colénia, de coloracéo rosa brilhante (Figura 24A) de formato arredondado, cresceu em
meio BDA apos trés semanas, e outra colbnia de coloracdo branca opaca e com
grandes projecfes semelhantes a ramos, cresceu em meio TSB apds duas semanas
(Figura 24B).
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Figura 24 — Isolamento de microrganismos de microplantas assintomaticas de abacaxi provenientes do
laboratério de Fisiologia de Arvores, pelo método de trituracdo, em que D1 = diluicio de 10™
e D2 = diluicdo de 10%. A — Meio BDA com desenvolvimento de coldnias rosas (setas) e B —
Meio TSB com desenvolvimento, predominante, de colbnias brancas com projecdes (setas)

No isolamento das microplantas assintomaticas de abacaxi pertencentes ao
laboratorio de Cultura de Tecidos observou-se, apos trés semanas, tanto nas diluicdes
como na fragmentacao de quase todos 0s meios testados, a presenca predominante de
colénias de coloracdo rosa brilhante (Figuras 25A e 25B), além disso, observou-se,
apos duas semanas no meio TSA, a presenca de colbnias de coloragcéo branca opaca e

com grandes projecdes semelhantes a ramos (Figura 25C).

Figura 25 — Isolamento de microrganismos, em microplantas assintomaticas de abacaxi provenientes do
laboratério de Cultura de Tecidos. A — Meio TSB com fragmentos da parte aérea e da raiz,
cobertos por colénias bacterianas de coloracdo rosa (setas). B — Meio BG-11 com
crescimento uniforme de coldnia rosa (seta). C — Meio TSA com crescimento de algumas
colénias de bactérias, dentre elas a de coloracdo branca opaca com projec¢des (seta), sendo
que D1 = diluicdo de 10" e D2 = diluicio de 107
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Para as microplantas assintomaticas de abacaxi pertencente ao laboratério
Morfogénese e Biologia Reprodutiva de Plantas, assim como nas anteriores, observou-
se a presenca de colbnias de coloracédo rosa brilhante de formato arredondado, apés
trés semanas em meio LB (Figura 26A). Apdés duas semanas, nha maioria dos meios,
observou-se a presenca de coldnias de coloragdo amarela brilhante de formato
arredondado e sem projecdes (Figura 26B), diferentes das que ocorreram nas outras

microplantas de abacaxi.

Figura 26 — Isolamento de microrganismos em microplantas assintométicas de abacaxi provenientes do
laboratério de Morfogénese e Biologia Reprodutiva de Plantas, pelo método de trituragdo, em
que D1 = diluicio de 10" e D2 = diluicdo de 10%. A — Meio LB, sendo gue as setas
evidenciam as coldnias rosas e B — Meio TSA col6nias amarelas, brilhantes e arredondadas

Para as microplantas de violeta pertencente ao laboratério de Cultura de
Tecidos, eucalipto, carcuma, manjericdo e pupunheira, obteve-se o isolamento de
microrganismos semelhantes independente do laboratério e da espécie vegetal.

Nas microplantas assintomaticas de curcuma observou-se, apés duas semanas
de cultivo, em todos os meios de cultura testados, o crescimento de colonias
arredondadas branco/amareladas restritas ao fragmento ou ao espalhamento das
diluigbes (Figuras 27A e 27B).

Nas microplantas de manjericdo e pupunheira, além do crescimento das coldnias
semelhantes as da curcuma (Figuras 27C e 27F), observou-se, ap0s duas semanas, 0
crescimento de col6nias branco/amareladas com maiores projecfes do centro para a
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periferia, semelhantes a ramos, nos meios LB para manjericdo e BDA para pupunheira
(Figuras 27D e 27E).

Nas microplantas assintomaticas de eucalipto (Figuras 27G, 27H e 27I)
observou-se, ap0s trés a quatro semanas, o0 crescimento exclusivo de colbnias
arredondadas, brilhantes e de coloragao rosa (setas das Figuras 27G e 27H), muito
semelhantes as encontradas em abacaxi dos trés laboratorios. J& nas microplantas de
violeta do laboratério de Cultura de Tecidos, observou-se o crescimento de duas
diferentes colbnias, uma de coloracdo branca opaca (seta da Figura 27J) em meio TSB
e outra de coloracao rosa brilhante, menos intensa e mais restrita que a branca (Figura
27K), com crescimento nos meios BDA, PCAT, LB e BG-11 (Figura 27L).

Ja para as microplantas de Orquideas pertencentes aos trés laboratérios,
Violeta, Teca, Pinheiro, Sequdia pertencentes ao laboratério de Fisiologia de Arvores,
Cana-de-acUcar pertencente ao laboratério de Cultura de Tecidos e Mogno pertencente
ao laboratorio de Morfogénese e Biologia Reprodutiva de Plantas, ndo se obteve
quaisquer microrganismo. Apesar disso, varios géneros bacterianos, inclusive espécies
de Gluconacetobacter, Herbaspirillium, Burkholderia, Acetobacter, Bacillus, e
Azospirillium, foram descritos como endofiticos de cana-de-acucar (BODDEY et al.,
2003; DONG et al., 1995; FRANKE-WHITTLE et al., 2005; JAMES et al., 2001).

O nédo isolamento de microrganismos endofiticos, ndo representa sua
inexisténcia nas plantas, o que ocorre muito frequentemente para a maioria dos
endofitos devido a dificuldade de isolamento que muitos apresentam, havendo a
necessidade de métodos mais controlados e meios muito especificos para que isso
ocorra, por essa razdo é que muitos trabalhos, na atualidade, utilizam outras técnicas
de analise, em sua maioria técnicas moleculares. Os resultados ultraestruturais e
moleculares, apresentados anteriormente, comprovam a existéncia de endofitos

independente do sucesso de seu isolamento.
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Figura 27 — Isolamento de microrganismos presentes nas diferentes microplantas assintomaticas

pertencentes aos trés laboratorios. A e B — Correspondem ao isolamento de microplantas
de circuma (meio TSB e PCAT respectivamente), mostrando o crescimento das colénias
(setas). C e D — Isolamento de microplantas de manjericdo (ambos em meio LB), com
destaque as projecdes do centro para a periferia das colbnias bacterianas (setas). E e F —
Isolamento de microplantas de pupunheira (meios BDA e TSB, respectivamente), com
detalhe no crescimento e morfologia das colbnias (setas). G a | — Isolamento de
microplantas de eucalipto (G e | — meio LB e H — meio PCAT), nas quais as setas indicam
o desenvolvimento das col6nias de bactérias. J a L — Isolamento de microplantas de violeta
pertencente ao laboratorio de Cultura de Tecidos evidenciando (setas) em J a colénia de
coloragéo branca (meio TSB), em K e L o crescimento de colbnias rosa (meio LB e BG-11,
respec;tivamente). Sendo que em B, C, E e | tem-se D1 = diluicio de 10" e D2 = diluigéo
de 10°
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7

Tradicionalmente, a abundéancia bacteriana € medida por meio de métodos
dependentes de cultivo, no entanto, a maioria dos microrganismos na natureza ainda
nao podem ser cultivados, pois as exigéncias de crescimento de muitas espécies
microbianas ndo sao conhecidas (REITER et al., 2003) e 0 seu crescimento sob
condicdes de laboratorio depende do estado fisioldgico das células no inoculo (DAIMS;
WAGNER, 2007). Dessa forma, outras técnicas estdo sendo utilizadas para minimizar
as desvantagens do cultivo microbiano, como técnicas moleculares que aplicam os
genes 16S rRNA como marcadores filogenéticos (REITER et al., 2003; SUN et al.,
2008).

No experimento paralelo (em que todas as 17 microplantas foram multiplicadas
por um unico manipulador e mantidas em um Unico ambiente), verificou-se que as
respostas de isolamento para todas as microplantas foram muito semelhantes. Tal
resultado se configura como o dado mais importante da primeira fase, pois mostra a
existéncia de wuma microbiota endofitica persistente que se desenvolve
independentemente das condicbes de armazenamento e manipulacdo das
microplantas. De posse de tal informacéo, foi possivel estabelecer que a segunda fase
se constituira somente das 17 microplantas provenientes dos trés laboratérios, uma vez
gue as respostas seriam as mesmas.

A primeira fase do isolamento permitiu, ainda, avaliar o comportamento dos
microrganismos nos diferentes meios de cultura, para as diferentes microplantas. Além
disso, ela mostrou qual método de isolamento foi o mais eficiente, sendo o método de
trituracdo o melhor com relacdo ao de fragmentacdo, havendo o crescimento dos
microrganismos de maneira mais uniforme e mais intensa. Aradjo et al. (2001),
trabalhando com plantas de citros, verificaram maior eficiéncia e rapidez de isolamento
utilizando o método de trituracdo se comparado ao método de fragmentacao.

Dessa forma, de acordo com os resultados obtidos, foi possivel estabelecer a
segunda fase para confirmar o isolamento da primeira e observar a recorréncia dos
microrganismos, descartando a hipotese de contaminag¢do. Portanto, nesta segunda
fase foram utilizadas somente as microplantas provenientes dos trés laboratérios (de
diferentes ambientes e varios manipuladores), tendo o0 meio LB como Unico meio de

cultura e a trituragdo como unico meétodo de isolamento.
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O meio LB foi escolhido por ter se mostrado mais eficiente para o crescimento de
todos os isolados encontrados e também porque, a maioria dos microrganismos que
cresceram em outros meios também cresceram em LB. Ja o método de trituracdo foi
escolhido, porém sem o uso de diluicbes, com o objetivo de potencializar o isolamento,
uma vez que por se tratar de microrganismos endofiticos seu crescimento em meio de
cultura é pouco expressivo, sendo que as diluicdes o tornam ainda mais dificil, como foi
observado para alguns microrganismos isolados.

Por fim, na segunda fase obteve-se a comprovacao do isolamento de enddfitos,
havendo grande semelhanca com os resultados encontrados na primeira fase,
mostrando que o isolamento foi eficiente para comprovar a existéncia de
microrganismos endofiticos habitando os tecidos das diferentes microplantas, podendo-
se aferir, ainda, que esses microrganismos foram muito semelhantes morfologicamente,

independente dos laboratérios e dos manipuladores.

5.2 Isolados

5.2.1 Sequenciamento

O isolamento ocorreu com sucesso para as microplantas de abacaxi dos trés
laboratorios, violeta, eucalipto, curcuma pertencentes ao laboratério de Cultura de
Tecidos, e manjericdo e pupunheira pertencentes ao laboratério de Morfogénese e
Biologia Reprodutiva de Plantas. Dessas seis espécies de microplantas foram
selecionados alguns microrganismos de acordo com as caracteristicas da colbnia,
mencionadas no item 5.1.4.

Os microrganismos selecionados foram submetidos a extracdo de DNA e a
amplificacdo de gene 16S rRNA. A Figura 28 mostra o resultado da reacdo de PCR
para os isolados selecionados, na qual pode-se verificar os produtos amplificados de
aproximadamente 1500pb, em quantidades muito semelhantes, devido a intensidade

das bandas.
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Figura 28 — Perfil eletroforético em gel de agarose 1% contendo brometo de etideo, mostrando a
amplificacdo do gene 16S rRNA de Bacteria a partir do DNA dos isolados, sendo PM —
padrao de peso molecular 100 pb DNA Ladder (Invitrogen), 1, 2 e 5 = Isolados de Clircuma,
3 e 4 = Isolados de Manjericdo, 6 e 9 = Isolados de Violeta do laboratério de Cultura de
Tecidos, 7 e 8 = Isolados de Abacaxi do laboratério de Cultura de Tecidos, 10 = Isolados de
Eucalipto, 11 = Isolados de Eucalipto, 12 e 13 = Isolados de Pupunheira, 14 e 15 = Isolados
de Abacaxi do laboratério de Morfogénese e Biologia Reprodutiva de Plantas, 16 = Isolados
de Abacaxi do laboratério de Cultura de Tecidos, 17 e 18 = Isolados de Abacaxi do
laboratério de Fisiologia de Arvores, 19 = Isolados de Manjericdo, 20 = Isolados de Abacaxi
do laboratorio de Cultura de Tecidos CN — controle negativo, CP — controle positivo, Alll —
padrdo molecular A/Hind Il (Invitrogen)

Apos a amplificacdo e reacdo de sequenciamento parcial dos isolados
identificou-se as espécies de bactérias Bacillus pumilus, Bacillus firmus (Tabela 4),

Methylobacterium sp. (Tabela 5) e Acinetobacter sp. (Tabela 6).

5.2.1.1 Género Bacillus

Nas microplantas de manjericdo, pupunheira e curcuma obteve-se isolamento
somente de Bacillus pumilus (Tabela 4), no entanto, foi possivel verificar que existem
diferencas entre estes isolados, uma vez que de acordo com as comparacdes no
GenBank, as microplantas possuem duas linhagens cada. A ocorréncia de diferentes
linhagens de microrganismos numa mesma espécie hospedeira é muito comum e
encontrado na literatura para outras espécies, como morango (DIAS et al., 2009), citros
(ARAUJO et al., 2002), ginseng (CHO et al., 2007).

Para as microplantas de pupunheira e carcuma foram identificadas as mesmas
linhagens, no entanto, estas microplantas foram cultivadas em laboratorios diferentes, o
que descarta a possibilidade de contaminacdo por praticas laboratoriais. Para as

microplantas de abacaxi do laboratério de Fisiologia de Arvores, somente uma linhagem
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de Bacillus pumilus foi isolada, ja para as microplantas de abacaxi do laboratério de
Cultura de Tecidos duas linhagens foram identificadas, sendo uma linhagem

(EU867387.1) igual para as duas microplantas.

Tabela 4 — Resultado da comparacao da sequéncia parcial de 16S rRNA obtida a partir
de isolados bacterianos provenientes das microplantas assintomaticas, os
meios de cultura em que foram observados primeiro, 0 método de obtencéao
(fragmentacdo ou diluicdo), a linhagem e o grau de similaridade com as

sequéncias

Microplanta/Meio

o o o .
de cultura Similaridade N °Acesso  Espécie (NCBI) Linhagem

Carcuma F (TSB)
Violeta 2 F (TSB)
Pupunheira F (TSB)

99% EU867387.1 Bacillus pumilus  CCGE2027

Abacaxi 1 D (TSB)
Manijericao D (LB)
Abacaxi 2 D (BDA)
Carcuma D (PCAT)
Carcuma D (TSB) 99%
Abacaxi 2 D (TSA) EU863189.1 Bacillus pumilus EMt 21
Pupunheira D (BDA) 98%
Manijericédo F (LB) 100% ] _

L EU867353.1 Bacillus pumilus  CCGE2083
Manijericéo D (BDA) 98%
Abacaxi 3 D (BG-11) 100% GQ903397.1 Bacillus firmus XJSL2-8

Nota: Os numeros junto aos nomes das plantas representam respectivamente os laboratérios: 1 =
Fisiologia de Arvores, 2 = Cultura de Tecidos e 3 = Morfogénese e Biologia Reprodutiva de
Plantas. As letras que precedem o parénteses correspondem ao método de isolamento, sendo: D
= diluicdo e F = fragmentacéo. As siglas dentro do parénteses correspondem ao meio de cultura
utilizado.
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Somente em microplantas de manjericéo foi encontrada a linhagem EU867353.1,
podendo ser uma especificidade da bactéria, além disso, dentro dos grupos de
microplantas, o manjericao tem caracteristicas aromaticas muito particulares, podendo
estar ou ndo relacionada com os isolados encontrados.

O diferencial foi a microplanta de abacaxi do laboratério de Morfogénese e
Biologia Reprodutiva de Plantas, em que ndo foram identificadas bactérias da espécie
Bacillus pumilus, mas sim Bacillus firmus. Essa diferenciagéo pode ter ocorrido uma vez
gue mesmo sendo da mesma espécie, as microplantas de abacaxi tiveram a sua origem
em regides diferentes, a partir de propagulos diferentes, tais circunstancias podem ser
responsaveis por selecionar um grupo de microrganismos em detrimento de outro.

Bactérias do género Bacillus sdo comumente relatadas na literatura como
microrganismos endofiticos benéficos, gram-positivos, aerdbios ou anaerdbios
facultativos e colonizadores de diversas familias de plantas (CHO et al.,, 2007;
FORCHETTI et al., 2007). Sdo consideradas bactérias promotoras de crescimento, com
destaque a producdo de auxinas e giberelinas por Bacillus pumilus, e fixadoras de
nitrogénio (FORCHETTI et al.,, 2007; STURZ; NOWAK, 2000), solubilizam fosfato
(FORCHETTI et al., 2007), sdo capazes de induzir resisténcia sistémica nos vegetais
(JUNG et al., 2006; ONGENA; JACQUES, 2008).

Espécies de Bacillus se constituem como um amplo potencial para utilizagdo no
controle bioldgico de fitopatégenos, e pela habilidade em formar esporos podem, ainda,
fazer parte de formulagdes comerciais para aplicacdo no campo (DONG; ZHANG, 2006;
FORCHETTI et al.,, 2007). Sao produtoras de antibidticos e antifungicos que
demonstraram forte acédo inibitéria contra fitopatdgenos de mandioca, feijao, canola,
trigo, dentre outras culturas economicamente importantes (RYAN et al., 2008). Bacillus
firmus tem sido relatado, também, como importante no controle de nematoides
(KEREN-ZUR et al., 2000).

Bactérias pertencentes ao género Bacillus ja foram isoladas de plantas
saudaveis e com superficie desinfestadas de varias espécies vegetais incluindo citros
(ARAUJO et al., 2001; LACAVA et al., 2006; LIMA et al., 2005), feijdo (LEE et al., 2005),
milho (RAI et al., 2007; SOUZA, 2006), algoddo (MISAGHI; DONNDELINGER, 1990),
cana-de-acucar (BODDEY et al.,, 2003); soja (BAI et al.,, 2002), batata (GARBEVA;
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VEEN; ELSAS, 2003), banana (THOMAS et al., 2008), brassicas (WULFF; VAN
VUURDE; HOCKENHULL, 2003), café (VEGA et al.,, 2005), morango (DIAS et al.,
2009), girassol (FORCHETTI et al., 2007) dentre varias outras.

5.2.1.2 Género Methylobacterium

Na microplanta de eucalipto foi isolada somente uma espécie de bactéria
Methylobacterium sp. e identificadas duas linhagens diferentes (Tabela 5). Diaz et al.
(2009) realizou o isolamento da rizosfera de plantulas de Eucalyptus globulus e obteve
com maior porcentagem de isolamento, bactérias do género Bacillus, o que néo
corresponde ao observado neste trabalho. A micropropagacdo pode ter, no caso de

eucalipto, selecionado algumas bactérias em detrimento de outras.

Tabela 5 — Resultado da comparacao da sequéncia parcial de 16S rRNA obtida a partir
de isolados bacterianos provenientes das microplantas assintomaticas, os
meios de cultura em que foram observados primeiro, o0 método de obtencéo
(fragmentacdo ou diluigdo), a linhagem e o grau de similaridade com as

sequéncias

Microplanta/Meio

. o o _
de cultura Similaridade N ° Acesso Espécie (NCBI) Linhagem

Abacaxi 2 D (LB)

i - 99%
Violeta 2 F (BG-11) EU741080.1 Methylobacterium sp.  13635G
Abacaxi 3 D (LB)
Eucalipto F (LB) 98%
Abacaxi 1 D (BDA) 90% _
_ GQ228576.1 Methylobacterium sp. C1FA3
Eucalipto D (LB) 98%

Nota: Os numeros junto aos nomes das plantas representam respectivamente os laboratérios: 1 =
Fisiologia de Arvores, 2 = Cultura de Tecidos e 3 = Morfogénese e Biologia Reprodutiva de
Plantas. As letras que precedem o parénteses correspondem ao método de isolamento, sendo: D
= diluicdo e F = fragmentacéo. As siglas dentro do parénteses correspondem ao meio de cultura
utilizado.
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Para as demais microplantas foram isoladas duas espécies, no caso de violeta e
abacaxi, ambas do laboratorio de Cultura de Tecidos e de abacaxi do laboratorio de
Fisiologia de Arvores, foram isoladas as bactérias das espécies Bacillus pumilus e
Methylobacterium sp., no entanto, para a microplanta de abacaxi do laboratorio
Morfogénese e Biologia Reprodutiva de Plantas, além da Methylobacterium sp. foi
isolado também Bacillus firmus.

Nas microplantas de abacaxi dos trés laboratorios foi identificada apenas uma
linhagem, contudo, nas microplantas de abacaxi pertencentes aos laboratérios de
Cultura de Tecidos e de Morfogénese e Biologia Reprodutiva de Plantas essa linhagem
€ a mesma, enquanto que para a microplanta de abacaxi do laboratério de Fisiologia de
Arvores foi identifica uma linhagem diferente (Tabela 5).

Bactérias do género Methylobacterium sao classificadas como a-Proteobacteria,
e possuem pigmentacdo rosa distintiva, sdo aerdbias, Gram-negativas, metilotroficas
facultativa, capazes de crescer em meios com metanol, metilamina, formaldeido
(MADHAIYAN et al., 2006a, 2006b; KNIEF et al., 2008). Tais bactérias ja foram isoladas
de varias espécies como, citros (ARAUJO et a., 2001), pinheiro (PIRTTILA et al., 2000),
crotalaria (ABDOULAYE et al.,, 2001), banana (THOMAS et al.,, 2008), amendoim
(MADHAIYAN et al., 2006b), café (VEGA et al., 2005), pimenta (BENCHIMOL et al.,
2000).

Através de métodos dependentes e independentes de cultivo descobriu-se que o
género Methylobacterium é onipresente em plantas, como endofiticos, que possuem
associagdo simbiotica na nodulagéo de raizes, e que por se tratar de uma metilotroéfica,
se beneficia da producdo de metanol pela planta e de outros compostos derivados de
carbono, desempenhando diferentes papéis (KNIEF et al., 2008), como fixacdo de
nitrogénio (ABDOULAYE et al., 2001; ANDREOTE et al.,, 2009a; SY et al., 2001),
promocao de crescimento, produzindo fitormdnios (auxina e giberelinas) e estimulando
a germinacao (MADHAIYAN et al., 2004, 2005), capacidade de induzir respostas de
defesa em plantas, além da possibilidade de interagir com alguns patégenos como
Xylella fastidiosa (ANDREOTE et al., 2009a; ARAUJO et al., 2002). Madhaiyan et al.

(2006a) relataram a presenga da enzima 1-aminociclopropano-1-carboxilato —
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deaminase (ACC), em Methylobacterium, envolvida na diminui¢cdo dos niveis de etileno
e na elongacéo das raizes de canola.

O género Methylobacterium inclui 28 espécies descritas atualmente, colonizando
diferentes nichos, como solo, lagos e o interior da planta (filosfera), o que sugere que
ainda se conhece pouco a respeito de sua diversidade, e pela variedade de nichos a
principal questdo investigada é se sdo espécies adaptadas a diferentes ambientes e se
elas exercem papéis ecoldgicos semelhantes nesses ambientes diferentes (KNIEF et
al., 2008).

5.2.1.3 Género Acinetobacter

Assim como para os isolados anteriores, realizou-se primeiro a comparacao das
sequéncias com o banco de dados GenBank e identificou-se a espécie Acinetobacter sp
em microplantas de abacaxi do laboratério de Cultura de Tecidos, como é possivel

verificar na Tabela 6.

Tabela 6 — Resultado da comparacao da sequéncia parcial de 16S rRNA obtida a partir
de isolados bacterianos provenientes de microplantas assintoméaticas de
abacaxi, os meios de cultura em que foram observados primeiro, 0 método
de obtencao (fragmentacédo ou diluicdo), a linhagem e o grau de similaridade

com as sequéncias

Microplanta/Meio Similaridade N °Acesso Espécie (NCBI) Linhagem
de cultura
Abacaxi 2 D (BG-11) 98% FJ694760.1  Acinetobacter sp. DSM 7324

Nota: O nimero junto ao nome da planta representa o laboratério 2 = Cultura de Tecidos. A letra que
precede o parénteses corresponde ao método de isolamento, sendo: D = diluigdo. A sigla dentro
do parénteses corresponde ao meio de cultura utilizado.

Gammaproteobacteria € uma classe de diversos organismos dentro do filo
Proteobacteria, seus membros desempenham importante papel biolégico, participando
de uma variedade de rotas metabdlicas, inclusive fotossintese, fixagcdo de nitrogénio,
oxidacdo de amoénia (WILLIAMS; SOBRAL; DICKERMAN, 2007). Bactérias do género
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Acinetobacter ja foram isoladas de microplantas de banana (THOMAS et al., 2008),
plantas de citros (LACAVA et al., 2006), plantas de arroz (SUN et al., 2008), videira
(TROTEL-AZIZ et al., 2008).

Trotel-Aziz et al. (2008) trabalharam com Acinetobacter Iwoffii e outras bactérias
endofiticas de uva, como agentes no biocontrole de Botrytis cinerea e concluiram que,
apesar do pouco conhecimento a respeito de A. lwoffii, ela induziu respostas de defesa
na planta, como alta taxa de producao de lipoxigenase (LOX), producéo de fenilalanina
amonia liase (PAL) e quitinases, sendo indicada como importante agente de biocontrole

de B. cinerea.
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6 CONCLUSAO

O presente trabalho comprova, por diferentes métodos de analise, a existéncia
de uma comunidade endofitica, colonizando os tecidos de diferentes espécies de
microplantas, provenientes de trés laboratorios diferentes, o que exclui a possibilidade
de contaminacao e ressalta que essa comunidade existe e persiste independente dos
métodos e condicbes de cultivo, quebrando o paradigma da existéncia de plantas
“axénicas”, além de levantar um aspecto importante a ser considerado na cultura de
tecidos, de que a assepsia € importante, porém, é impossivel obter culturas assépticas,
e gue muito provavelmente, a partir de agora, os produtores e biofabricas terdo de
considerar ndo somente atribuicdes genéticas, mas, também, a comunidade endofitica

presente, que pode atribuir caracteristicas de interesse as plantas.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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