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RESUMO

O avanco do uso do bambu em diversos setores socioecondmicos, além da sua
importancia ambiental, vem estimulado a necessidade de serem desenvolvidos e
disponibilizados métodos rapidos e eficazes para sua propagacdo. Dentre esses
métodos inclui o desenvolvimento de protocolos de micropropagacao, a fim de suprir
a demanda crescente por mudas de boa qualidade. Um dos principais gargalos para
0 sucesso da micropropagacdo €é a elevada taxa de contaminacdo por
microrganismos. No entanto, estudos preliminares sugerem que esses
microrganismos considerados contaminantes podem ser endofiticos e promovem o
crescimento vegetativo. Diante disso, o presente trabalho teve como objetivo
identificar e avaliar o potencial na promoc¢édo do crescimento vegetal de bactérias
isoladas dos bambus Dendrocalamus asper, Bambusa oldhamii e Guadua
chacoensis, na inoculacao de brotacdes in vitro do abacaxizeiro-Ananas comosus var.
Pérola e do bambu Guadua chacoensis. Foram obtidos 32 isolados bacterianos,
destes 31 provenientes dos bambus D. asper e B. oldhamii e um de G. chacoensis.
Apo6s purificacdo desses isolados, foi realizada a caracterizagdo fenotipica, a
quantificacdo da producao de acido indol acético (AlIA) e a identificacdo molecular.
Para a padronizacdo da metodologia da inoculacdo dos isolados realizou-se um
ensaio em brotacdes de abacaxizeiro Ananas comosus var. Pérola. Neste ensaio, 0s
isolados foram selecionados com base na coloracdo das col6nias e inoculados em
brotos in vitro de abacaxizeiros var. Pérola (A. comosus (L.) Merr). Avaliou-se o uso
dos isolados bacterianos em dois tratamentos: 1) inoculagdo concomitante a
repicagem das brotacdes e; 2) em brotacdes com 30 dias em cultivo em meio de
cultura Murashige e Skoog (1962) (MS) liquido. Como tratamentos controle,
utilizaram-se dois: um com e outro sem o meio de cultura Luria Bertani (LB). As
brotacdes de abacaxizeiro foram cultivadas em meio de cultura MS liquido enriquecido
e com a inoculacdo dos isolados. Apos 30 dias da multiplicacdo, resultou em maior
sobrevivéncia, quando comparados com a inoculagcdo concomitantes a repicagem das
brotacdes, que néo sobreviveram. Da mesma forma, o cultivo em meio de cultura com
LB (controle) promoveu maior desenvolvimento das brota¢gées em relacdo ao meio
sem LB, isto por estimular as bactérias associadas ao abacaxi, as quais induziram o
crescimento da parte aérea das plantas. Entre os 32 isolados bacterianos, trés foram

selecionados com base na baixa, média e alta producdo de AIA. Entre estes o isolado



Bal6 com baixa producéo (3,00 pug/mL), o isolado Ba03 com média producédo (9,03
pHg/mL) e o isolado Ba24 com alta producéao (15,73 pg/mL). Os trés isolados foram
entdo inoculados em culturas in vitro de G. chacoensis, com 15 dias em cultivo em
meio MS semi-solido, 100 pL de cada isolado em cada planta. Apds 30 dias da
inoculacao dos isolados, o experimento foi avaliado por meio de medidas do niumero
e altura dos brotos, nimero e comprimento de raizes e da taxa de oxidagao.
Observou-se que o isolado Bal6 apresentou diferenca no parametro de comprimento
de raiz, quando comparados aos demais isolados Ba03 e Ba24, sugerindo 0 seu uso
potencial associado as plantas micropropagadas de G. chacoensis. Posteriormente, o
isolado oriundo de G. chacoensis e outros 7 isolados selecionados pela producéo de
AlA foram identificados por amplificacdo da sequéncia parcial do gene 16S RNAr. Por
meio da analise do BLASTnN, as espécies que apresentaram similaridade com os
isolados Ba03, Bal6 e Ba24, foram Serratia marcescens, Bacillus subtilis e
Brevibacillus parabrevis, respectivamente. Sendo assim, o0 uso desses isolados pode
ser empregado para melhorar o protocolo de micropropagacdo do bambu G.

chacoensis, utilizando-se do co-cultivo entre plantas e bactérias.

Palavras-chave: Propagacdo in vitro; isolados bacterianos; Ananas comosus;

Guadua chacoensis; inoculacéo in vitro.



ABSTRACT

The use of bamboo has advanced in diverse socioeconomic sectors, besides its
environmental importance. As a consequence, it has been stimulating the need to
develop and provide fast and effective methods for its propagation. These methods
include the development of micropropagation protocols in order to meet the growing
demand for good quality seedlings. The high rate of contamination by microorganisms
causes one of the main bottlenecks effect for the success of micropropagation.
However, preliminary studies suggest that these microorganisms considered
contaminants, may be endophytic and beneficial for promoting vegetative growth. This
study aimed to identify and evaluate the potential of plant growth concerning the
bacteria isolated from Dendrocalamus asper, Bambusa oldhamii and Guadua
chacoensis bamboos applied in vitro shoots inoculation of pineapple-Ananas comosus
var. Perola and bamboo Guadua chacoensis. Thirty-two bacterial isolates were
obtained, thisty-one of these isolates from the bamboos D. asper and B. oldhamii, and
one of them from G. chacoensis. After the purification of these isolates, the phenotypic
characterization, quantification of indoleacetic acid production (IAA) and molecular
identification were performed as procedure. The inoculation of the isolates was carried
out on sprouts of pineapple Ananas comosus var. Perola in order to standardize this
methodology. In this assay, the isolates were selected based on colony staining and
inoculated in vitro shoots of Perola (A. comosus (L.) Merr) variety. The use of bacterial
isolates was evaluated in two treatments: 1) inoculation in concomitance to the shoots
transplantation and; 2) in 30-days shoots exposed to liquid Murashige and Skoog
(1962) (MS) cell culture medium. As control treatments, one sort was applied in Luria
Bertani culture medium (LB); another one was not submitted to this procedure. The
pineapple shoots were cultivated in enriched liquid MS cell culture medium with the
inoculation of isolates. After 30 days of multiplication, the result was their higher
survival in comparison to the isolates inoculation in concomitance to the shoots
transplantation. As a matter of fact, these isolates did not survive. Likewise, the
cultivation in culture medium with LB (control) promoted greater development of shoots
in relation to medium without LB. In addition, the LB medium stimulated the associated
bacteria inducing the growth of the aerial part in the plants. Among the 32 bacterial
isolates, three were selected based on low, medium and high IAA production. Among

them, the isolate Ba16 with low production (3.00 ug / mL), the isolate Ba03 with



medium production (9.03 ug / mL) and the isolate 24 with high production (15.73 ug /
mL). Then, three isolates were inoculated into in vitro cultures of G. chacoensis with
15 days in semi-solid MS culture medium, 100 pL of each isolate in each plant. After
30 days of inoculation of the isolates, the experiment was evaluated by means of
measure regarding the number and the height of the shoot, the number and the root
length and the oxidation rate. It was observed the isolate Bal6 showed a significant
difference in the root length parameter in comparison to the other isolates Ba03 and
Ba24. It suggests its potential use associated with micropropagated plants of G.
chacoensis. Subsequently, the isolate from G. chacoensis and other 7 isolates
selected for the production of IAA were identified by amplification of the partial
sequence of the 16S RNAr gene. Considering the BLASTn analysis, the species that
showed similarity to the isolates Ba03, Bal6 and Ba24 were Serratia marcescens,
Bacillus subtilis and Brevibacillus parabrevis, respectively. Therefore, the use of these
isolates may be used to improve the micropropagation protocol of G. chacoensis

bamboo, using co-cultivation between plants and bacteria.

Keywords: In vitro propagation; Bacterial isolates; Ananas comosus; Guadua

chacoensis; In vitro inoculation.
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1 ANTECEDENTES E JUSTIFICATIVA

Os bambus pertencem a familia das Poaceae e se agrupam em 650 géneros e
1200 espécies. Fazem parte da subfamilia Bambusoideae, consideradas gramineas
lenhosas néo arbdreas (SORENG et al., 2015). Estas espécies sdo reconhecidas por
suas caracteristicas morfolégicas, anatdémicas, macromoleculares e ecoldgicas
(FIGUEIRAS; SANTOS-GONCALVES, 2007). Estruturalmente se dividem em raiz,
colmo, folhas e inflorescéncia, sendo a parte subterrdnea do colmo denominada
rizoma, classificando-os em entouceirantes e alastrantes (FILGUEIRAS; VIANA,
2017).

Os bambus apresentam distribuicdo natural nas zonas tropicais e subtropicais,
entre aproximadamente, 46° N e 47° S de latitude, exceto na Antartica (KELCHNER
et al., 2013). Encontram-se naturalmente distribuidos pela Asia, América e Africa, com
fortes indicios de ser na Asia, o seu centro de diversidade. No continente americano,
os bambus se distribuem desde o Sudeste dos Estados Unidos até a regido da
Patagonia e as reservas do continente correspondem a 28% dos recursos de bambus
no mundo (LOBOVIKOQV et al., 2007; DRUMOND; WIEDMAN, 2017).

O Brasil apresenta a maior diversidade de bambus do Novo Mundo, sendo
listadas 232 espécies nativas distribuidas em 34 géneros, com maiores ocorréncias
na Mata Atlantica e Amazbnia (JUDZIEWICZ et al., 1999; FILGUEIRAS;
GONCALVES, 2004). Os primeiros estudos de descri¢cdo da estrutura das florestas
com bambu, no Brasil, foram realizados na Amazodnia sul-ocidental nos anos 70
(CARMO et al., 2017). Observou-se que nessa regido que abrange o Brasil, Bolivia e
Peru, ocorre umas das maiores florestas nativas de bambu do planeta, onde a espécie
se apresenta como elemento principal ou secundario no sub-bosque (DRUMOND;
WIEDMAN, 2017; FERREIRA, 2014).
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Figura 1. Distribuicdo mundial dos bambus. Fonte: Kelchner; BP, 2013.

As espécies do genéro Guadua habitam florestas tropicais e subtropicais,
planicies desérticas, cerrados e penhascos perto de cachoeiras (CLARK, 1990). Este
género apresenta a maior abrangéncia na distribuicdo da América tropical, no México
e ao norte da Argentina, sendo a maioria das suas 33 espécies endémica da América
do Sul (LONDONO; PETERSON, 1992). Das espécies endémicas e nativas do Brasil,
h& apenas 18 espécies do género Guadua, dentre elas as que estdo em dominio
fitogeografico da Mata Atlantica (floradobrasil.jorj.gov.br). Na lista de espécies
prioritarias de bambus para o mundo (RAO et al., 1998), os autores descrevem a Unica
espécie americana da lista, Guadua angustifolia. E descrita como de alto valor
potencial para comercializacdo, industrializacao e para fins de recuperacao ambiental,
também, considerada como ndo domesticada. G. angustifolia e G. amplexifolia séo
apontadas como as Unicas espécies do género que sao cultivadas economicamente
na América do Sul (LONDONO, 1998).

Entre as espécies nativas, encontra-se Guadua chacoensis. Em revisdo a lista
proposta em 1998, Benton (2015) indica G. chacoensis como espécie de potencial
semelhante ao G. angustifélia, sendo ambas, espécies lenhosas. G. chacoensis é

muito utilizada por povos nativos da América latina.
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Figura 2. A) Distribuicdo do género Guadua na America do Sul. B) Guadua chacoensis. Fonte:
Bystriakoya et al. (2002); Jardim Botanico Virtual.

Os bambus lenhosos ocupam nichos relevantes na ecologia de habitats
florestais e tém sido de grande importancia econ6mica para a humanidade
(KELCHNER et al., 2013). Sdo considerados recursos naturais renovaveis, cujas
caracteristicas tecnoldgicas os tornam materiais capazes de fazer frente as demandas
florestais e industriais. Inseridos em um modelo de desenvolvimento sustentavel, os
bambus apresentam grande importancia econémica, social e ambiental, (KIBWAGE
et al., 2008; MADHAB, 2003).

Dos bambus exéticos que apresentam maior potencial, estdo os pertencentes
aos géneros Bambusa, Dendrocalamus e Phyllostachys. Os bambus se configuram
em boas opc¢des para o uso em praticas de contencdo de encostas ou recuperacao
de areas degradadas, pela periodicidade da colheita dos colmos, possibilitando
também, a geracdo de renda constante para as populacfes locais. Outros usos dos
bambus sdo como matéria prima para construcdes civis e na arquitetura, uma vez que
seus colmos maduros apresentam alta resisténcia a compressao, tém bom
rendimento e podem substituir outros tipos de madeira (AZZINI; BERALDO, 2001).

O Brasil apresenta alta diversidade de espécies, mas a cadeia produtiva, que
ainda é recente, baseia-se em espécies exdticas e em tecnologias advindas dos
paises origem, ignorando as espécies nativas com alto potencial (ORNELLAS, 2017).
Esse cenario é atribuido a auséncia da tradicdo no emprego do bambu como matéria-
prima e, também, as lacunas de conhecimento e tecnologias nacionais que permitam

usar tanto as espécies de clima temperado, apropriadas as regides do Sul e Sudoeste
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do pais. Quanto as espécies tropicais nativas, possuem excelentes propriedades
fisicas e mecanicas, além do grande potencial comercial (DRUMOND; WIEDMAN,
2017).

Um dos principais gargalos para a consolidacdo da cadeia produtiva no Brasil &
a dificuldade de fornecimento de mudas com boa qualidade genética e fitossanitaria
em larga escala. Assim, torna-se necessario desenvolver novas metodologias de
propagacao que possam suprir as demandas do momento e as do futuro (SANCHEZ,
2011). Segundo Guerra et al., (1999), técnicas de cultura de tecidos vegetais
apresentam grande potencial para o desenvolvimento e a propagacdo massal de
germoplasma elite, com garantia de qualidade genética e fitossanitaria (Guerra et al.,
1999). Além disso, diante do baixo rendimento e alta heterogeneidade dos métodos
convencionais de propagacdo da maioria dos bambus lignificados, a micropropagacao
€ importante alternativa para producao de mudas (MUDOI et al., 2013). A introducao
in vitro de determinado genotipo possibilita a sua conservacdo a médio e longo prazo,
por meio de técnicas de conservacdo in vitro, isolando o germoplasma de fatores
bidticos e abidticos do meio ambiente (ENGELMANN, 2011).

Diversos tecidos vegetais juvenis, derivados de plantas maduras podem ser
utilizados para iniciar culturas in vitro. Porém, os mais utilizados em protocolos de
organogénese sdo os segmentos nodais (MUDOI et al., 2013; SINGH et al., 2013).
Apds o estagio inicial ou inducdo das culturas, essas passam pelo estagio de
multiplicagdo, no qual, geralmente, utiliza-se citocininas, com destaque para a
Benzilaminopurina (BAP) (MUDOI, 2013). As citocininas contribuem na eficiéncia do
estimulo as brotacdes adventicias e podem favorecer reversdo as caracteristicas
juvenis (PREECE, 2008). Durante a fase de multiplicacdo pode acontecer a
rizogénese espontanea em algumas culturas. Ja em outras, € necessario passarem
por mais um estadio in vitro para que haja a inducéo do enraizamento precedente a
aclimatizacdo. ApOs estabelecer as raizes, as plantas in vitro podem ser
aclimatizadas. Este procedimento, muitas vezes, € considerado ponto critico no
processo de micropropagacédo, pois, as plantas passam por rigorosas mudancas
ambientais e faz-se necessario a adaptacdo as novas condicdbes ambientais
(ORNELLAS, 2017).

Ha dificuldades na introducéo de culturas in vitro de espécies de bambus. Um

dos principais gargalos, tanto na introdugdo de bambu como na micropropagacéo
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como um todo, € a elevada taxa de desenvolvimento de microrganismos associados
a planta-matriz, especialmente quando essa se encontra em condicbes de campo
(CHOUDHURI, 2005; RAMANAYAKE et al., 2006). Muitos desses microrganismos,
especialmente as bactérias, sdo considerados endofiticos, ou seja, com capacidade
de colonizar os tecidos vegetais internamente (KUSS et al., 2007; TEIXEIRA et al.,
2007). Estudos apontam que microrganismos endofiticos exercem diversas fungoes,
como fixacdo biolégica de nitrogénio, solubilizacdo de fdésforo, biorremediacao,
fitorremediacédo, producdo de compostos bioativos de interesse farmacolégico, e
ainda, atuam estimulando o desenvolvimento vegetal (POLESI, 2011).

A atuacao das bactérias relacionadas a promocao do crescimento de plantas
pode estar ligada a sua capacidade de produzir fitohorménios, como as auxinas, que
auxiliam no crescimento, destacando a producédo do acido indol acético (KUSS et al.,
2007; TEIXEIRA et al., 2007).

Diante desse cenério, visando a producdo de mudas de alta qualidade da
espécie nativa, G. chacoensis, o presente trabalho buscou avaliar o uso potencial de
bactérias isoladas do cultivo in vitro de duas espécies de bambus, no desenvolvimento
de Guadua chacoensis, como estratégia de propagacao vegetativa. Dessa forma, a
dissertacao foi estruturada em trés capitulos, em que o primeiro capitulo foi realizado
a caracterizacdo fenotipica dos trinta e dois isolados bacterianos, a quantificacdo da
producdo de acido indol acético (AlA) pelos isolados bacterianos e também, a
identificagdo molecular de oito isolados, os quais foram selecionados com base na
producéo de AIA. No segundo capitulo fez-se um ensaio de inocula¢cédo dos isolados
bacterianos em abacaxizeiro, mediante o conhecimento prévio dos isolados, onde, 0s
dados obtidos serviram de base para a execucao do experimento do capitulo trés. No
terceiro capitulo um experimento de micropropagacéo foi realizado inoculando-se trés
isolados bacterianos em Guadua chacoesis cultivado in vitro e observou-se o

desenvolvimento dos bambus.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial de uso de bactérias isoladas do cultivo in vitro de espécies de
bambus (Dendrocalamus asper e Bambusa oldhamii) no desenvolvimento de

abacaxizeiro - Ananas comosus var. Pérola e de bambu Guadua chacoensis in vitro.

2.20BJETIVOS ESPECIFICOS

- Caracterizar morfologicamente e identificar por sequenciamento do 16S RNAr
os isolados bacterianos;

- Avaliar a producéo de acido indol acético (AlA) pelos isolados bacterianos;

- Analisar o desenvolvimento de abacaxizeiros Ananas comosus var. Peérola
micropropagados com a inoculagao dos isolados bacterianos;

- Avaliar o desenvolvimento de bambus Guadua chacoensis micropropagados

com a inoculacéo dos isolados bacterianos.
3 HIPOTESE
Bactérias consideradas contaminantes durante a técnica de micropropagacao de

bambus sédo endofiticas e promovem o desenvolvimento das culturas in vitro de

abacaxizeiro - Ananas comosus var. Pérola e bambu Guadua chacoensis.



23

4 CAPITULO | - CARACTERIZACAO DE ISOLADOS BACTERIANOS OBTIDOS
DA MICROPROPAGACAO DE BAMBU

RESUMO

Os bambus sdo gramineas lenhosas e néo arboéreas. Pertencem a subfamilia
Bambusoideae e apresentam diversas interacdes microbianas. Dentre os diversos
microrganismos, encontram-se os endofiticos, alguns desses atuam na promocéo do
crescimento de plantas, devido a fatores como, a biossintese de acido-indol acético
(AlA). Nas ultimas décadas tem aumentado os estudos sobre essa microbiota, onde,
busca-se conhecer as caracteristicas dos microrganismos e explorar 0S seus usos
potenciais. Um dos usos é a inoculacdo desses microrganismos na biotecnologia,
especificamente na biotecnologia vegetal, que visa a possibilidade de trabalhar com o
co-cultivo na técnica de micropropagacao de plantas. Para isso, faz-se necessério a
caracterizacdo da comunidade bacteriana, neste caso, € realizada por meio de
meétodos fenotipicos e moleculares. No presente trabalho, o objetivo foi caracterizar
fenotipicamente e por sequenciamento do 16S RNAr, os isolados endofiticos do
cultivo in vitro de diferentes espécies de bambu. Foram obtidos um total de 32 isolados
que provinham de brotos de bambu, oriundos de propagacéo in vitro. Esses foram
classificados por andlise morfolégica das colénias como, a forma, o perfil e a
coloracdo. Das caracteristicas observadas, as colénias possuem coloracao amarela,
branca e vermelha, forma redonda e enrugada, e predominantemente, perfil convexo.
Dos 32 isolados, 100% eram bastonetes Gram-positivos. Baseado nos valores de AIA
produzido, oito isolados foram selecionados para sequenciamento parcial da regido
16S RNAr. Desses, trés isolados sequenciados foram escolhidos para elaborar a
inferéncia filogenética. Foi encontrada forte similaridade desses trés isolados com trés
espécies comumente endofiticas: Serratia marcescens, Bacillus subtilis e Brevibacillus
parabrevis. As trés espécies sao produtoras de AIA e tem potencial de promocéo de

crescimento em plantas.

Palavras-chave: Bactérias endofiticas; caracterizacao bacteriana; acido indol acético.
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ABSTRACT

Bamboos are woody and non-arboreal grasses. They belong to the subfamily
Bambusoideae, and present microbial interactions. Among the various
microorganisms, the endophytes are found. Some of them promote plants growth due
to their acid-indole acetic biosynthesis (IAA) capacity. In recent decades, studies on
the microbiota have been increasing in order to raise the knowledge about the
characteristics of microorganisms and explore their potential uses. One of them is the
inoculation of these microorganisms in biotechnology, specifically in plant
biotechnology. It aims at the possibility of working with co-cultivation in the
micropropagation technique of plants. For this, the characterization of the bacterial
community is required. In this case, the characterization of the bacterial community is
performed by morphological and molecular techniques. In this sense, this paper aimed
to characterize, phenotypically and by 16S RNAr sequencing, the endophytic isolates
cultivated in vitro of different types of bamboos. An amount of 32 isolates were obtained
from bamboo shoots from in vitro propagation. These isolates were classified
according to the morphological analysis of the colonies as shape, profiling and staining.
Concerning the observed characteristics, the colonies showed yellow, white and red
staining, round and wrinkled form, and predominantly, convex profiling. From the 32
bacterial isolates, 100% were Gram-positive rods. Eight partial sequences of 16S
RNAr region isolates were made. However, only three sequenced isolates were
chosen to make phylogenetic inference. It was found a strong similarity between the
03 isolates with 03 endophytic species, being Serratia marcescens, Bacillus subtilis
and Brevibacillus parabrevis. The three species are IAA producers and have the

potential to promote plant growth.

Keywords: Endodhytic bacteria; bacterial characterization; indole acetic acid.
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4.1INTRODUCAO

Os bambus fazem parte da familia Poaceae e subfamilia Bambusoideae e séo
gramineas lenhosa e ndo arbéreas com ampla distribuicdo geogréafica (DRUMOND;
WIEDMAN, 2017), sendo dividida em trés tribos: Olyreae, bambus herbaceos,
Bambuseae, bambus lignificados de regifes tropicais e Arundinarieae, bambus
lignificados de regides temperadas (KELCHNER; BP, 2013). Os bambus sao
utilizados para diversas finalidades, entre elas industria, construcéo civil e alimentacao
(DABA, 2016).

O bambu, como outros vegetais, possui interacdes microbianas. A interacéo
entre microrganismos e plantas é onipresente e influencia a estrutura das populacfes
e comunidades naturais nos ecossistemas (CAIRNEY, 2000). As plantas exsudam
pelas raizes fontes de carbono fixado pela fotossintese (HUANG et al., 2014), sendo
capazes de influenciar o crescimento de microrganismos, especialmente bactérias, as
quais colonizam sua rizosfera. Desta forma, pelos exsudatos liberados pelas plantas,
h&a uma zona energética na rizosfera, onde, facilita a mineralizacdo dos nutrientes
pelos microrganismos, tornando-os disponiveis as plantas. H4, também, a promocéao
do crescimento das plantas a partir da producéo de fitohormoénios sintetizados e
fornecidos pelos microrganismos (SCHIPPERS, 1987; AZEVEDO, 1998).

Dentre os diversos microrganismos do solo, encontram-se aqueles capazes de
colonizarem o interior dos tecidos vegetais, sem causar-lhes danos aparentes, 0s
denominados endofiticos. Estes microrganismos endofiticos sdo em geral fungos e
bactérias, e se diferenciam dos microrganismos fitopatogénicos e epifitos (AZEVEDO,
1998). Embora o termo ‘enddfito’ tenha sido bastante empregado para fungos, ha na
literatura trabalhos que abordam a existéncia de bactérias endoéfitas (LODEWYCKX,
et al., 2002). Segundo Felber et al. (2017), a definicdo de microrganismos endofiticos
foi descrita por Azevedo e Araujo (2007), expandida por Mendes e Azevedo no mesmo
ano e recentemente Arauljo (2014) descreve o termo como microrganismos que
podem ou nédo ser cultivaveis e que habitam o interior dos tecidos vegetais sem causar
danos ao hospedeiro.

Os microrganismos endofiticos exercem diversas fungbes no ecossistema.
Dentre essas fungdes, o estimulo ao desenvolvimento vegetal pela capacidade de

atuarem na producdo de fitohorménios, na fixagdo biolégica de nitrogénio, na
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solubilizacdo de fosforo, no controle bioldgico de doencas (POLESI, 2011). As
bactérias endofiticas tém se destacado, principalmente, em estudos relacionados ao
controle biologico de fitopatogenos (MARTINS et al., 2016). Esse fato esta relacionado
a capacidade de produzirem compostos organicos que atuam inibindo fitopatdogenos
e, simultaneamente, no estimulo ao crescimento e a inducdo de mecanismos de
resisténcias nos vegetais (HALLMANN et al., 1999).

Os estudos realizados para avaliar a comunidade bacteriana endofitica das
plantas, uma vez isoladas, utilizam-se de técnicas de caracterizacdo fenotipicas e
moleculares concomitantemente. A associacdo dos dois tipos de caracterizacao,
explica-se pela restrita aplicacdo dos métodos fenotipicos apenas aos espécimes
cultivaveis, das quais muitas espécies ja sao conhecidas (LACAVA et al., 2006).

O uso de técnicas fenotipicas na caracterizacdo de isolados bacterianos
endofiticos, baseia-se em seu cultivo em meio de cultura, avaliando as caracteristicas
visuais, como coloracao das colonias, forma e elevacdo de bordo, margem e estrutura
da col6nia, assim como as avaliacfes sugeridas por Rodina (1972).

Desde a década de 1990, o gene do RNA ribossémico 16S (16S RNAr) (OLSEN
et al.,, 1986; HANDELSMAN, 2004; TOJU, 2015) € o marcador molecular mais
comumente empregado na identificacdo taxondmica e estudos filogenéticos em
bactérias (BECKER et al., 2004). A comparacao entre sequéncias do gene 16S RNAr
na identificacdo taxondmica é baseada em suas caracteristicas basicas, sendo elas:
presenca em todas as espécies de bactérias; funcdo conservada do gene, o que
sugere que variacdes nas sequéncias sdo consequéncias evolutivas e seu tamanho,
de aproximadamente 1500 pb, que é suficientemente informativo para métodos de
bioinformética (JANDA; ABBOTT, 2007).

No presente trabalho, o objetivo foi caracterizar fenotipicamente e identificar por
seqguenciamento do 16S RNAr os isolados bacterianos do cultivo in vitro dos bambus

Dendrocalamus asper, Bambusa oldhamii e Guadua chacoensis.

4.2MATERIAL E METODOS

4.2.1 Obtencéo e purificacdo dos isolados bacterianos de bambu

O material microbiolégico utilizado neste trabalho foi proveniente do projeto de

tese de Daniela Weber Ribeiro dos Santos, do programa de pos-graduacdo em
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Recursos Genéticos Vegetais (RGV), no ano de 2014. Os isolados bacterianos foram
obtidos do cultivo in vitro de explantes de Dendrocalamus asper e segmentos nodais
de Bambusa oldhamii. As bactérias, até entdo consideradas contaminantes, foram
purificadas no Laboratorio de Microbiologia, da Universidade Federal de Santa

Catarina, campus Curitibanos, onde estdo estocadas a temperatura de -50 °C.

4.2.2 Caracterizacao fenotipica dos isolados bacterianos de bambu

Isolados bacterianos foram cultivados em meio LB solido (Luria Bertani e Agar)
durante 24 h a 28°C. As caracteristicas coloniais observadas foram: coloracéo,
tamanho, forma, perfil, borda, transparéncia e estrutura. Para o agrupamento baseado
nas caracteristicas analisadas foi construida uma matriz com os dados observados
nas coldnias bacterianas, de acordo com a metodologia de Rodina (1972).

Na sequéncia, efetuou-se a coloracéo de Gram, caracterizando o tipo de parede
celular dos isolados bacterianos (TORTORA et al., 2012), para a identificacdo
morfofisioldgica.

Para o crescimento bacteriano dos isolados foi utilizado 5 mL do meio de cultura
LB liquido por tubo de ensaio. A incubacao foi a 28 °C com periodos de incubacgéo de
24 h para a maioria dos isolados, com excecdo dos isolados Ba22, Ba23, Ba24, Ba25,

Ba27 e Ba30 que cresceram em72 h.

4.2.3 Identificagdo molecular de isolados bacterianos de bambus

Oito isolados foram selecionados para identificacdo molecular, baseado na
produgéo de AlA. Esses foram divididos em: isolados de baixa produgéao (AIA < 4
pMg/mL): Bal6, Bal8 e Ba32; isolados de média producao (4>AIA<10 pg/mL): Ba03,
Ba05 e Ba21 e isolados de alta produgéo (AIA > 10 pg/mL): Ba24 e Ba29.

Esses foram cultivados em 5 mL de meio LB liquido, por 24 h a 28 °C para
extracdo do DNA gendmico total pelo método Sambrook e Russel (2001). A qualidade
e quantidade do DNA extraido foram avaliadas por estimativa visual em eletroforese
horizontal em gel de agarose 0,8 % (SAMBROOK; RUSSEL, 2001) corado com
GelRed® (Biotium).
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Para a amplificacdo da sequéncia parcial do gene 16S RNAr, foi utilizado o par
de primers 27F (5-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3) e 1492R (5-
TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3’), descritos por Lane et al. (1991), amplificando
um fragmento de aproximadamente 1500 pb. As reacdes de PCR foram constituidas
de 20 pL contendo 1x PCR buffer, 1,5 mM MgClz, 0,15 mM de dNTPs, 0,15 pM de
cada primer (foward e reverse), 0,8 unidades de Taq DNA polimerase (5U/uL) e 20 ng
de DNA gendmico. A amplificagéo por PCR (Polymerase Chain Reaction) foi realizada
em termociclador Veriti™ 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems), seguindo o
programa: 94 °C por 4 min, 30 ciclos de 94 °C por 30 seg, 54 °C por 45 seg, 72 °C por
1 min, seguido de 7 min de extensao final a 72 °C. A qualidade dos produtos de PCR
foi verificada em eletroforese horizontal em gel de agarose 1,5%.

Os produtos de PCR foram purificados por meio de precipitacao diferencial com
solugdo de PEG8000 (20% PEG8000 e 2,5M NaCl) (LIS; SCHLEIF, 1975), e
verificados em eletroforese horizontal em gel agarose 0,8%. A reacdo de
sequenciamento bidirecional foi realizada com a utilizacao do kit Big Dye Terminator
V3.1 (Applied Biosystems), consistindo em 1pL de primer 3,2 uM (forward e reverse,
separadamente) 4 uL de tampéao BDT (5x), 1pL de Big Dye Terminator, 1uL de produto
de PCR purificado, para um volume final de 20 pL. Os ciclos foram realizados de
acordo com o manual do fabricante do BigDye® (APPLIED BIOSYSTEM, 2002). A
reacdo de sequenciamento foi purificada posteriormente pelo protocolo de
precipitacdo com etanol/EDTA/acetato de sédio (APPLIED BIOSYSTEM, 2002).

O sequenciamento foi realizado pelo método Sanger (SANGER et al., 1977) no
sequenciador ABI 3500xl, e os eletroferogramas gerados foram analisados pelo
software Sequencing Analysis v5.3.1. Em ambas as sequéncias geradas (foward e
reverse), as extremidades de baixa qualidade foram eliminadas para garantir a maior
confiabilidade dos dados. Utilizando-se do software CLC Main Workbench V 8.0.1, as
sequéncias forward e reverse alinhadas e editadas, gerando a fita consenso de cada
isolado. Todas as sequéncias geradas serdo posteriormente submetidas ao GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov).

As sequéncias obtidas foram submetidas, separadamente, ao programa BLAST
para nucleotideos (Basic Local Alignment Search Tool) (ALTSCHUL et al., 1997) para

comparacao de similaridade com sequéncias de 16S RNAr de Bacteria e Archea no


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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banco de dados GenBank. Apds o BLASTn, foram selecionados os acessos maior
identidade, no limite de 95% de identidade.

Devido ao experimento de inoculacdo dos isolados, prezou-se por fazer as
inferéncias filogenéticas dos escolhidos para a inoculacéo, sendo estes os isolados
Ba03, Bal6 e Ba24. Com isso, foram gerados quatro conjuntos de dados, sendo eles:
i) Sequéncia do isolado Ba03 comparada a acessos dos GenBank (‘Ba03’); ii)
Sequéncia do isolado Ba16 comparada a acessos dos GenBank (‘Ba16’); iii)
Sequéncia do isolado Ba24 comparada a acessos dos GenBank (‘Ba24’), e; iv) todos
as sequéncias da regiao parcial do 16S RNAr obtidas no presente estudo para todos
os isolados (‘Isolados’). Para cada conjunto de dados, as sequéncias obtidas foram
alinhadas pelo software Clustalww (THOMPSON et al., 1994) contido no software CLC
Main Workbench V 8.0.1.
4.2RESULTADOS

4.2.1 Caracterizacao fenotipica dos isolados bacterianos de bambu

Durante a purificacdo foram observadas trés coloracdes basicas de colbnias dos
isolados bacterianos: amarela (A), branca (B) e vermelha (V) (Figura 3). Permitiu
também, a caracteriza¢do das colbnias quanto ao tamanho, perfil, tipo de borda, com

ou sem transparéncia e estrutura (Tabela 1).

Figura 3. Coloracdo amarela, branca e vermelha das colénias de isolados bacterianos obtidos das
culturas in vitro de bambu.



Tabela 1. Caracterizacdo morfoldgica das coldnias dos isolados bacterianos obtidos das culturas in vitro de bambus.

Isolado Forma da
Cor* Tamanho* Forma* Perfil* Borda* Transparéncia Estrutura* Gram célula Tempo de crescimento
Ba01l \Y, M Redonda B A N E + Bastonetes 24h
Ba02 \Y, M Redonda B A N E + Bastonetes 24h
Ba03 \% M Redonda B A N E + Bastonetes 24h
Ba04 B G Redonda B A S E + Bastonetes 24h
Ba05 B G Redonda B A S D + Bastonetes 24h
Bal6 B M Redonda B A S E + Bastonetes 24h
Ba07 \% M Redonda B A N E + Bastonetes 24h
Ba08 \% M Redonda B A N E + Bastonetes 24h
Ba09 \% M Redonda B A N E + Bastonetes 24h
Bal0 \% M Redonda B A N E + Bastonetes 24h
Ball B P Redonda B A N E + Bastonetes 24h
Bal2 A M Redonda A A S E + Bastonetes 24h
Bal3 \% M Redonda A A N E + Bastonetes 24h
Bal4 \% M Redonda A A N E + Bastonetes 24h
Bal5 B P Redonda A B S E + Bastonetes 24h
Bal6 B G Enrugada E E N B + Bastonetes 24h
Bal7 B P Redonda A B S E + Bastonetes 24h
Bal8 B M Enrugada C E N B + Bastonetes 24h
Bal9 B P Redonda E A S E + Bastonetes 24h
Ba20 B G Redonda B A N E + Bastonetes 24h
Ba2l A P Redonda B A S E + Bastonetes 24h
Ba22 B G Redonda B A N E + Bastonetes 72h
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Isolado Forma da
Cor* Tamanho* Forma* Perfil* Borda* Transparéncia Estrutura®* Gram célula Tempo de crescimento
Ba22 B G Redonda B A N E + Bastonetes 72h
Ba23 A P Redonda B A S E + Bastonetes 72h
Ba24 A P Redonda B A S E + Bastonetes 72h
Ba25 B M Redonda B A N E + Bastonetes 72h
Ba26 A P Redonda A A N E + Bastonetes 24h
Baz27 A P Redonda A A N E + Bastonetes 72h
Ba28 A P Redonda B A S E + Bastonetes 24h
Ba29 A P Redonda B A S E + Bastonetes 24h
Ba30 B P Redonda B A N E + Bastonetes 72h
Ba3l A P Redonda B A S E + Bastonetes 24h
Ba32 B G Redonda E B N B + Bastonetes 24h
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*Caracteristicas coloniais baseadas em metodologia de Rodina (1972): tamanho, pequeno (P), médio (M) e grande (G); perfil, denominado como reto (A),

convexo (B), tipo gota (C), elevado (E); borda, apresentadas como lisa (A), ondulada (B) e irregular (E); com transparéncia (S) e sem transparéncia (N);

estrutura, apresentada como, friavel (B), filiforme (D-E).
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4211 Coloragao de Gram dos isolados bacterianos de bambu

Dos 32 isolados bacterianos, 100% eram bastonetes Gram-positivos (Tabela 1).

As células dos trés isolados foram coradas com o cristal violeta (Figura 4).
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Figura 4. Coloracdo de Gram dos isolados de bambus micropropagados. Ampliacdo de 1000x.
Bastonetes Gram-positivos. a) Isolado Ba03. b) Isolado Bal6. c) Isolado Ba24.

42.1.2 Identificagdo molecular dos isolados bacterianos

No presente estudo, foram geradas oito sequéncias parciais, dos isolados Ba03,
BalO, Ba05, Bal6, Bal8, Ba21l, Ba24, Ba29 e Ba32, da regido 16S do RNAr, as quais
foram depositadas, no GenBank. A tabela 2 sumariza os dados resultantes do

BLASTnN para cada sequéncia gerada.

Tabela 2. Sequéncias parciais da regido 16S RNAr dos isolados em estudo.

solados Tamanho das sequéncias Acesso Espécie %
(pb) GenBank Identidade

Ba03 1380 NR_114043.1 Serratia marcescens 98,04%
Ba05 1370 NR_157735.1 Bacillus proteolyticus 99,12%
Bal6 1390 NR_102783.2 Bacillus subtilis 98,71%
Bal8 1395 NR_113589.1 Brevibacillus parabrevis 99,28%
Ba21l 1396 NR_104940.1 Atlantibacter hermannii  97,64%
Ba24 1415 NR_113589.1 Brevibacillus parabrevis 96,89%
Ba29 1408 NR_104940.1 Atlantibacter hermannii  97,09%
Ba32 1412 NR_118439.1 Bacillus aerius 99,29%

Os modelos evolutivos mais adequados para os diferentes conjuntos de dados
foram: TIM+1+G para ‘Ba03’, HKY+I+G para ‘Ba16’, TrN+I+G para ‘Ba24’e TrN+G para
‘Isolados’, seguindo o critério Akaike (1974). Apés o BLASTn, foram selecionados os

acessos de maior identidade, no limite de 95% de comparagéo.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_114043.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=6B4PP7JT014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631252845
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_157735.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=6B4X02D6015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1441204320
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_102783.2?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=6B4PSM6W014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1269801457
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_113589.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=6B51HC4G01N
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631252391
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_104940.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=6B51YX9V01N
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_559795347
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_113589.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=6B4R0WFS015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631252391
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_104940.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=6B4H8UWK015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_559795347
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_118439.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=6B4G3VVK015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_645321485
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ApOs edicdo manual, os alinhamentos foram submetidos as analises
filogenéticas usando a sequéncia parcial do 16S RNAr de Escherichia coli
(NR_024570.1) como outgroup. As caracteristicas de cada conjunto de dados estédo
sumarizadas nas figuras 6, 7 e 8.

4.2.2 Filogenia dos isolados

Os oito isolados cujas sequéncias parciais do 16S RNAr foram sequenciados no

presente trabalho formaram trés clados principais (Figura 5).

— Ecoli

—— 03 - Serratia marcescens
= 21 - Atlantibacter hermanii

—1 12471

- 29 - Atlantibacter hermanii

32 - Bacillus aerius
4 12038 0,0809

16 - Bacillus subtilis

———1 0,1365

05 - Bacillus proteolyticus
02764

24 - Brevibacillus parabrevis

0,0065

18 - Brevibacillus parabrevis

Figura 5. Inferéncia Bayesiana das sequencias do gene 16S RNAr geradas de cada isolado. Nome a
direita representa acesso GenBank de maior identidade. Os valores de probabilidade.

4.2.2.1 Filogenia do isolado Ba03

O isolado Ba03 apresentou maior identidade com o género Serratia pela analise
do BLASTn (98-96%) (Figura 6), corroborando com a topologia observada pelas
analises filogenéticas. O isolado Ba03 foi posicionado no agrupamento do género
Serratia (PP = 0,78), formando um clado com a espécie S. marcescens de forte
sustentacao (PP =0,93).
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Ecoli

/ — Serratia marcescens NR_114043.1

192)23 - Serratia marcescens

Sgyratia nematodiphila NR_044385.1

Serratia ficaria NR_041979
07835 [ﬂ oy : Serratia entomophila NR_025338.1
Serratia rubidaea NR_024644.1

Serratia ureilytica NR_042356.1

e 07292

Enterobacter tabaci NR_146667.2
- 0.6992

— Klebsiella variicola NR_025635.1

—1
0. 9593__[ os2ss Klebsiella pneumoniae NR_112009.1

[ ( = Gibbsiella quercinecans NR_117526.1
! — Enterobacter soli NR_117547.1
—— Raoultella planticola NR_024996.1

\ Pseudocitrobacter_anthropi
‘—‘{ 0.98427

2
— Pseudocitrobacter_faecalis

Figura 6. Inferéncia Bayesiana do conjunto de dados ‘Ba03’. Os valores de probabilidade posterior
estdo indicados na arvore.

4222 Filogenia do isolado Bal6

O isolado Bal6 apresentou identidade unicamente com o género Bacillus, com
variacdes entre as espécies. A maior identidade observada, apés o BLASTn, foi com
Bacillus subtilis (99%) (Figura 7). A topologia apresentada agrupou o isolado Bal6

com 0s acessos de B. subtillis com PP = 0,65.

4.2.2.3 Filogenia do isolado Ba24

O BLASTnNn com o isolado Ba24 indicou similaridade da sequéncia com acessos
do género Brevibacillus, com maior identidade para Brevibacillus parabrevis (97%)
(Figura 8). O filograma agrupou o isolado 24 com o0s acessos de Brevibacillus
parabrevis formando um clado de forte sustentacao (PP = 0.98).

Ecoli
¢ Bacillus velezensis NR_075005.2
% Bacillus siamensis NR_117274.1
Bacillus methylotrophicus NR_116240.1
L1 Bacillus vallismortis NR_024696.1
Bacillus vallismortis NBRC NR_113994.1
| Bacillus halotolerans NR_115063.1
o Bacillus axarquiensis NR_115929.1
Bacillus malacitensis NR_115282.1
Bacillus mojavensis NR_118290.1
’ {‘Bauuus subtilis JCM NR_113265.1
!"Bacillus subtilis NBRC NR_112629.1
P16 - Bacillus subtilis
Bacillus tequilensis NR_104919.1
Bacillus nakamurai NR_151897.1

I Bacillus nematocida NR_115325.1

Bacillus amyloliquefaciens NR_116022.1

Figura 7. Inferéncia Bayesiana do conjunto de dados ‘Ba16’. Os valores de probabilidade posterior
estdo indicados na arvore.
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Ecoli
Brevibacillus brevis NR_112224.1

E’r‘;wbacx\lus formosus NR_113801.1

Brevibacillus choshinensis NR_113763.1

Bt NR_112926.1

*“Brevibacillus centrosporus NR_112211.1
7‘» ngr‘ewbacxl\us panacihumi NR_044485.1
Brevibacillus agri NR_.
-~ Brevibacillu limnophilus NR_024822.1
‘»ﬂ:é’;wbacllms gelatini NR_148616.1
VBrVevwbacqus parabrevis NBRC NR_113589.1
JBeevibacillus parabrevis [FO NR_040981.1

24 - Brevibacillus parabrevis

- Brevibacillus reuszeri NR_113802.1

Figura 8. Inferéncia Bayesiana do conjunto de dados ‘Ba24’. Os valores de probabilidade posterior
estdo indicados na arvore.

4.3 DISCUSSAO

Os isolados do presente estudo provém de brotos de bambu e durante o
processo de estabelecimento passaram por assepsia, 0 que fortalece a hipétese de
serem isolados endofiticos. Semelhante processo de desinfestacdo aconteceu no
estudo de Yuan et al.,, (2015) para o isolamento de bactérias do bambu Moso

(Phyllostachys pubescens).

4.3.1 Caracterizacao fenotipica e identificacdo molecular dos isolados

A inferéncia Bayesiana utilizada em todos os isolados (Figura 5) separou pelo
BLAST em clados distintos e familias. Dentre as familias encontradas nas sequéncias
dos trés isolados em estudo, estédo a Paenibacillaceae para Brevibacillus, Bacillaceae
para Bacillus e Enterobacteriaceae para Serratia.

Os isolados em clados proximos (Figura 5), Atlantibacter e Serratia séo
pertencentes a familia Enterobacteriaceae. Esta € a familia a qual o isolado Ba03,
Serratia marcescens pertence. Uma familia de bastonetes Gram-negativos,
facultativamente anaerébios, ndo formadores de esporos e onipresente na natureza
(OCTAVIA; LAN, 2014; REBECCA et al., 2013). Os mesmos autores descrevem a
caracterizagdo morfolégica de S. marcescens em concordancia com o0 presente
estudo, colénia vermelha, redonda e borda lisa. Serratia marcescens € gram negativa,
mas na sua analise foi positiva. Por algum motivo, na parede celular da bactéria,
possivelmente, os lipideos nao foram removidos adequadamente, retendo o cristal e

permanecendo azul, dando reacao positiva.


https://www.google.com/search?q=Paenibacillaceae&stick=H4sIAAAAAAAAAONgVuLUz9U3sCzKijdcxCoQkJial5mUmJyZk5OYnJqYCgDISK1XIAAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwid9P_9tbTgAhWdGbkGHT06BT4QmxMoATARegQIBRAU
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Pela identificagdo molecular, os isolados Ba03 e Bal6, apresentaram forte
semelhanca com Serratia marcescens e Bacillus subtilis, respectivamente. Segundo
Azevedo, (1998); Schippers, (1987), Serratia marcescens e Bacillus subtilis fazem
parte dos microrganismos essenciais ao ecossistema das plantas, por suprirem as
necessidades de elementos de crescimento, como fésforo, nitrogénio e até mesmo,
ferro.

A inferéncia filogenética do Bal6 revelou maior identidade com a espécie
Bacillus subtilis. A descricdo para essa espécie, segundo Brown (1939), corrobora as
caracteristicas das colbnias observadas no presente estudo. O autor descreve as
colénias com crescimento no meio agar redondas ou irregulares, superficie sem brilho.
Durante o crescimento, tornam-se espessas e opacas, podendo ficar enrugadas e
com uma coloragdo creme ou marrom.

Em um trabalho de isolamento de bactérias de bambu Moso (Phyllostachys
pubescens), Yuan et al., (2015) encontraram o maior nimero de bactérias endofiticas
nas raizes e no rizoma do bambu. Ainda, segundo os autores, entre 0os géneros de
maior abundancia encontrava se o género Bacillus, condizente com o observado
presente estudo.

A inferéncia filogenética do isolado Ba24 revelou maior identidade com a espécie
Brevibacillus parabrevis. Assim como as coldnias descritas nesse trabalho, Logan e
Vos (2015) descreveram as col6nias desse género como lisas e amareladas e Gram-
positivas. Yuan et al., (2015) encontraram em seus estudos, um isolado no rizoma de
bambu Moso (Phyllostachys pubescens) com 99% de similaridade com Brevibacillus
parabrevis, caracterizando-o como endofitico. Akbar et al., (2015) encontraram
similaridade de 99% com Brevibacillus parabrevis na identificacdo de seus isolados.
Esses estudos confirmam os dados encontrados nesse trabalho, em que se obteve

similaridade de 97% do isolado Ba24 com Brevibacillus parabrevis.

4.24.4 CONCLUSAO

Os trés isolados (Ba03, Bal6 e Ba24) sequenciados por meio da analise parcial
da regido 16S RNAr, apresentaram alta similaridade com as espécies Serratia
marcescens, Bacillus subtilis e Brevibacillus parabrevis, respectivamente, e

corroboraram as caracteristicas fenotipicas observadas em cada isolado.
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5 CAPITULO Il - BACTERIAS ASSOCIADAS A BAMBUS in vitro E SEU
POTENCIAL DE USO NA MICROPROPAGACAO DE ABACAXIZEIRO

RESUMO

As biotecnologias associadas a micropropagacdo compreendem ferramentas Uteis
para a multiplicacdo em grande escala de genoétipos de elite e conservacdo de
germoplasma. Um obstaculo nessa técnica é a alta taxa de contaminac¢ao microbiana,
sendo muitos desses endofiticos. No presente trabalho, o objetivo foi avaliar os efeitos
de bactérias isoladas dos bambus Dendrocalamus asper e Bambusa oldhamii na
cultura in vitro de abacaxi var. Pérola (Ananas comosus (L.) Merr). O experimento
utilizou trés das 32 bactérias isoladas, selecionadas por caracteristicas morfolégicas.
Em um primeiro ensaio, a inoculacéo das bactérias isoladas foi feita simultaneamente
com as culturas de abacaxi; em um segundo ensaio, 0s isolados bacterianos foram
inoculados 30 dias ap0s da repicagem nas culturas. Para estes dois ensaios, houve
dois tratamentos controle: um com meio de cultura bacteriana Luria Bertani (LB) e
outro, sem LB. Culturas de abacaxi inoculadas no primeiro ensaio, ndo sobreviveram.
Para as culturas inoculadas apoés 30 dias, houve alta taxa de sobrevivéncia. Aquelas
submetidas ao controle com LB, desenvolveram se melhor que as amostras sem LB.
Os resultados sugeriram que o LB estimulou as bactérias associadas as culturas de
abacaxi, pois houve inducdo do crescimento da parte aérea. Isso sugeriu que a
inoculacao bacteriana fosse diluida para evitar a competicdo por nutrientes e assim,

avaliar seu estimulo ao crescimento e a mitigacdo da contaminacao por patdégenos.

Palavras-chave: Bactérias endofiticas; cultivo in vitro; acido indol acético.
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ABSTRACT

Biotechnologies associated to micropropagation comprise useful tools for the
large-scale elite genotypes multiplication and the germplasm conservation. An
obstacle in this technique is the high rate of microbial contamination, mostly
endophytic. This study aimed to evaluate the effects of bacterial isolated from the
bamboos Dendrocalamus asper and Bambusa oldhamii in in vitro culture of pineapple
Pérola (Ananas comosus (L.) Merr) variety. The procedure used three from the 32
isolated bacteria selected by morphological characteristics. Firstly, the inoculation of
isolated bacterial colony was carried out simultaneously with the pineapple cultures;
secondly, the isolated colonies were inoculated 30 days after the transplantation of the
cultures. For these two assays, there were two control treatments: one with bacterial
culture medium and another without LB. The inoculated pineapple cultures for the first
assay did not survive. For the cultures inoculated after 30 days, there was high survival
rate. Those submitted to control with LB developed more than those samples without
LB. The results showed that LB stimulated the bacteria associated to the pineapple
cultures, once there was the induction of the shoot growth in the aerial part. This
suggests the inoculation should be diluted in order to avoid competition for nutrients
between shoots and bacteria, to assess its stimulus to the growth and mitigation of the

pathogen contamination.

Keywords: Endophytic bacteria; in vitro cultivation; indole acetic acid.
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5.1INTRODUCAO

Ferramentas biotecnologicas baseadas na micropropagacdo de plantas
permitem a multiplicacdo em larga escala de gendtipos elite, homogeneidade de
plantas, qualidade fitossanitaria e conservacdo de germoplasma de varias espécies
de plantas, incluindo o abacaxi.

Para o desempenho eficiente da cultura do abacaxi, € necessario produzir mudas
de boa qualidade para obter maior produtividade e qualidade dos frutos. A técnica
convencional de obtencao de plantulas é prejudicial ao estabelecimento da cultura no
campo, principalmente devido a contaminacdo por pragas e doencas. Assim, a
producdo de mudas de abacaxi em larga escala, livres de patdgenos, tem sido um
grande desafio, utilizando-se os métodos convencionais (CUNHA et al., 1999;
SCHERER et al., 2013).

Uma outra dificuldade referente as técnicas de micropropagacéo, é a alta taxa
de contaminacdo microbiana que dificulta o estabelecimento de protocolos para
regeneracao in vitro. Varios estudos mostraram que parte dos microrganismos
contaminantes ocorre de forma endofitica, em cada planta. Uma definicdo recente
sobre endofitico é relatada por Araujo (2014), como sendo microrganismos que podem
ou nao ser cultivaveis e habitam o interior dos tecidos vegetais, sem causar danos ao
hospedeiro.

Na micropropagacgéo do abacaxi, as taxas de multiplicagdo variam de acordo
com a cultivar, bem como, com a composi¢cédo do meio de cultura. Dos componentes
frequentemente adicionados no meio de cultura para micropropagacéao, estao a auxina
e citocinina, alternando os tipos e as concentracdes de cada um. As auxinas, por
exemplo, diferem significativamente na estabilidade, eficacia e sua influéncia na
organogénese. Dentre as auxinas mais utilizadas estd o acido indol-acético (AIA)
(MURASHIGE, 1974).

O &cido indol acético (AIA) é um hormdnio vegetal, com efeito principal em
enraizamento. A fim de obter colmos com rapido crescimento, segundo Wang et al.,
(2015) é necessario um equilibrio hormonal entre os hormdénios endogenos, &acido
indol-3-acético (AlA), zeatina ribosideo (ZR), giberelinas (GA3) e acido abscisico
(ABA).
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Com o objetivo de estudar a interacdo endofito-planta, o presente trabalho
avaliou o efeito de isolados bacterianos de bambu, Dendrocalamus asper (Schult. &
Schult.) Backerex K. Heynee e Bambusa oldhamii Munro micropropagados, em
abacaxi micropropagado var. Pérola (Ananas comosus (L.) Merr).

5.2MATERIAL E METODOS

5.2.1 Selecao dos isolados

Os isolados bacterianos utilizados neste trabalho vieram de brotos de bambu
inoculados in vitro em meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962). Apés uma semana
inoculados em meio de cultura, foram observadas altas taxas de contaminacao
bacteriana, as quais foram isoladas e purificadas. Em seguida, foram armazenadas
em criotubos em meio LB liquido com glicerol a 40% e armazenados em freezer a -50
°C.

A escolha das coldnias bacterianas isoladas foi baseada na coloracéo, uma vez
que trés padrdes foram constantemente observados entre os isolados: vermelho,
amarelo e branco. As amostras selecionadas foram Ba03, Ba21 e Ba22. O isolado
Ba03 possui coloracédo de colénia vermelha e formato redondo. Isolado Ba21 possui
coloracdo de colbnia amarela e forma redonda. O isolado Ba22 possui coloracdo de

colbnia branca e formato redondo.

5.2.2 Inoculacgéo dos brotos de abacaxi

O experimento utilizando o abacaxi foi realizado para padronizagcdo de
metodologia por meio de dois ensaios. Os brotos foram cultivados em frascos de vidro
com capacidade de 340mL, cobertos com tampa de rosca de plastico. Cada frasco
continha 10mL de MS liquido suplementado com sacarose (30 gLt), BAP 4 uM/L e
ANA 2 puM/L, de acordo com Scherer et al. (2013) e foram inoculados com cinco brotos
cada.

Os isolados bacterianos foram cultivados em 100mL de meio LB liquido por 24
h a 28°C. Para o primeiro ensaio, os isolados foram inoculados juntamente com brotos

de abacaxi cultivados in vitro. Antes de serem colocados nos frascos, cada cinco
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brotos foram deixados por um minuto em suspensdo bacteriana para serem
inoculados.

Para o segundo ensaio, 30 dias ap0s o estabelecimento das culturas in vitro, os
demais brotos de abacaxi repicados foram inoculados com 100 pL da suspensao
bacteriana.

Ambos os ensaios tiveram dois tratamentos controle: um com adi¢cdo de meio LB
e outro sem LB. O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado (DIC)
com trés repeticdes. Os frascos foram mantidos em sala de crescimento a 24 °C +/- 2

°C e com fotoperiodo de 16 h. Foi observado o tempo de sobrevivéncia.

5.2.3 Producao de Acido Indol Acético (AIA) em isolados bacterianos de bambu

Simultaneamente as etapas de caracterizacao, os isolados foram submetidos ao
teste de producdo de acido indol acético (AlA), por meio de andlise qualitativa e
guantitativa. O método colorimétrico Salkowski foi preparado a partir de cloreto férrico
em acido sulftrico, 4,59 de FeCls por litro em 10,2 M H2SO4 (GLICKMANN et al.,
1995).

Os isolados foram cultivados em tubos de ensaio contendo 5 mL do meio liquido
LB, ndo enriguecido com triptofano, durante 24 h a 28 °C. Em seguida, a suspensao
bacteriana foi adicionada ao reagente de Salkowski, nha propor¢édo 1:1 e mantida no
escuro por 30 minutos. Cada amostra (isolado) foi avaliada em triplicata.
Qualitativamente, a producdo de compostos inddlicos foi verificada pela intensidade
colorimétrica da mistura (coloracao rosa — producgao de AlA positiva).

Para a quantificacdo dos compostos inddlicos, fez-se a leitura da absorbancia
em espectrofotdbmetro, no comprimento de onda de 540 nm. A concentragdo dos
compostos inddlicos foi estimada pela curva padréo de AlA, previamente obtida, com
valores conhecidos (Radwan et al., 2005). Para ajuste da curva, fizeram-se alteracdes
nas concentragcfes de AlA sintético na constru¢do da curva, aumentando o nimero
de pontos em um intervalo menor de valores, sendo as concentracoes: 1; 1,5; 2; 2,5;
3;4;5;6;7;8;9; 10 ug/mLde AlA.

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), havendo
significAncia, as médias foram submetidas a teste de Tukey (5%), por meio do

programa Sisvar.
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5.3RESULTADOS

Culturas de abacaxi que foram inoculadas 30 dias depois do cultivo mostraram
maior taxa de sobrevivéncia (Figura 9c, 9d). Entre os brotos que foram inoculados
simultaneamente a multiplicacdo, houve maior mortalidade (Figura 9b), bem como,
em comparacgao com o controle sem meio LB (Figura 9c, d).

A colecao de isolados bacterianos apresentou ampla variacdo na producéao de
AlA, variando de 3 a 15,73 pg/mL. Os isolados Ba03, Ba21 e Ba22 produziram 9,03
pug/mL, 9,67 pg/mL e 6,36 pg/mL, respectivamente (Tabela 3). Na média, a producéo
dos trés isolados foi de 8,35 pg/mL, semelhante a média de producdo de todos os
isolados da colecédo (8,41 pg/mL) (Tabela 3).

Observou-se a formacao de dois grupos de produtores de AlA (Tabela 3). O
grupo 1 compreendeu a maior parte da colecdo que produziu mais de 7 pg/mL. Este
grupo produziu na média 10,47 pg/mL de AIA (Tabela 1). Os isolados Ba03, Ba2l e
Ba24 se encontram neste grupo.

O Grupo 2 apresentou onze isolados que produziram menos de 7 pg/mL (Tabela
3). Esses produziram em média 4,47 ug/mL de AlA, no qual o isolado Ba22 estava

incluso.

Figura 9. Inoculagdo de isolados de bambu em abacaxi. a) Brotos de abacaxi inoculados apds a
repicagem. b) Apés dez dias de desenvolvimento dos brotos inoculados com os isolados bacterianos.
¢ - d) Depois de dez dias do desenvolvimento dos brotos. Com destaque.

Dos isolados escolhidos para a inoculacao futura no bambu (4.2.3 Cap 1), o
isolado Bal6 produziu 3 pg/mL, sendo o de menor producgdo e se encontra no grupo
2. Ja os isolados Ba03 e Ba24 se encontram no grupo 1, sendo o isolado Ba03 de
producdo mediana (9,03 pug/mL) e o isolado Ba24 de maior producéo (15,73 pg/mL).
A média dos trés foi de 9,25 pg/mL.
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Grupo 1 Grupo 2
Isolados AlA Isolados AlA (ug/mL)
Ba01 11,10a Ball 4,15b
Ba02 11,08a Bals 3,98b
Ba03 9,03a Balb 3,00b
Ba04 10,39a satr 6,47b
Bal8
Ba05 9,68a Balo 3,47b
Ba06 8,64a Ba20 4,25h
Ba07 11,08a Ba22 4,85h
Ba08 9,92a Baz7 6,36b
Ba09 10,43a Basd 6,11b
Bal0 9,79a Basz 3,18b
Bal2 7,68a 3,34b
Bal3 10,80a
Bal4 9,90a
Ba21 9,67a
Ba23 11,49a
Ba24 15,73a
Ba25 12,02a
Ba26 8,42a
Ba28 8,60a
Ba29 14,51a
Bac31 9,88a
Média 1 10,47 Média 2 4,47
Média geral 8,41

Médias seguidas de letras diferentes indicam diferengas significativas pelo teste de Tukey ao nivel de
5%. CV (%) = 31,72.

5.4DISCUSSAO

Os brotos de abacaxi inoculados com os isolados, 30 dias apdés a multiplicacao

tiveram tempo de sobrevivéncia mais longo, pois ja estavam estabelecidos no meio

MS. Além disto, observou-se que o tratamento com LB teve melhor desenvolvimento,
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em comparagao aos demais. Possivelmente, o desempenho das plantas estava
relacionado a microbiota endofitica associada a elas. Resultado semelhante foi
encontrado no trabalho de Quambush et al. (2018), em que observaram melhor
desempenho in vitro dos diferentes gendtipos de Prunus avium, quando foram
inoculados com diferentes populacdes de bactérias endofiticas.

Em contraste, os isolados inoculados simultaneamente a multiplicacdo dos
brotos ocasionaram maior taxa de mortalidade desses. Possivelmente, a mortalidade
foi em decorréncia da competicdo bacteriana por nutrientes no meio com as plantas,
comprometendo seu desenvolvimento.

Os isolados apresentaram producéo de AIA com ampla taxa de variacao (de 3 a
15,73 ug/mL), dentre essa faixa encontrou-se o valor de 4,47 pg/mL, média obtida
pelo grupo 2 nesse estudo (Tabela 03), sem adic&o de triptofano ao meio. De acordo
com a literatura, a adi¢do de triptofano ao meio de cultura promove a sintese do AlA
(FLORENTINO et al., 2017; MOHITE, 2013). No entanto, o0 aminoacido triptofano nao
€ o principal precursor da rota de producdo do composto, podendo ocorrer com ou
sem sua adicdo. A producéo de AIA sem adicao de triptofano também foi observada
proxima a esse valor, 5,08 ug/mL de AlA, entre rizobactérias diazotroficas endofiticas
de arroz (KUSS et al., 2007).

A sobrevivéncia e o0 desenvolvimento do abacaxi foram atribuidos
exclusivamente a producdo bacteriana do AIA. Nesse intuito, outro valor que foi
semelhante ao encontrado para o grupo 2 foi observado no estimulo ao
desenvolvimento de alface, pela inoculacdo bacteriana sem adicéo de triptofano ao
meio de cultura (FLORENTINO et al., 2017). As bactérias introduzidas produziam, no
minimo, 3 pg/mL de AlA.

Como apresentado no Cap. |, o isolado Ba03 foi identificado com a espécie
Serratia marcescens que produziu 9,03ug/mL de AIA, sem adicao de triptofano. Em
um trabalho com isolado endofitico de Serratia marcescens, Selvakumar et al., (2007)
observaram producéo de 11,1ug/mL de AIA, porém, com adicdo de triptofano. Sao
valores que mostram a coeréncia das concentra¢des de AlA obtidas, pois sabe-se que
o triptofano é um precursor do AlA, estimulando a producao nas bactérias.

O isolado Ba24 identificado como Brevibacillus parabrevis apresentou producéo
de AIA de 11,2 pg/mL. No trabalho desenvolvido por Akbar et al., 2015, foi encontrada

producdo semelhante, de 15,75 ug/mL, para isolado de B. parabrevis.
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Os resultados do presente trabalho indicam o potencial dos isolados bacterianos
em promover 0 crescimento do abacaxi in vitro, especialmente, apés o
estabelecimento da cultura. O desenvolvimento adequado das culturas pode estar
associado a inoculacéo tardia bacteriana, sugerindo uma diluicAo no nimero de
células, para evitar a competicdo por nutrientes e assim, evidenciar os efeitos

benéficos da inoculacdo na micropropagacédo das plantas, inclusive no bambu.

5.5CONCLUSAO

O meio de cultura MS suplementado com o meio LB aumentou o
desenvolvimento de brotos de abacaxi, possivelmente pelo estimulo a microbiota
endofitica.

A inoculacao tardia dos isolados, 30 dias ap0s o estabelecimento dos brotos de
abacaxi promoveu maior sobrevivéncia desses.

Isolados bacterianos inoculados em culturas in vitro de abacaxi, produziram em
média 8,41ug/mL de AIA, valor que sugeriu seu potencial para promover o
crescimento desses brotos.

Todos os isolados bacterianos obtidos de culturas in vitro dos bambus
Dendrocalamus asper e Bambusa oldhami produziram AIA, sendo considerados

promissores para o crescimento de plantas.
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6 CAPITULO Ill - EFEITOS DA INOCULAC}AO DE BACTERIAS PRODUTORAS
DE AIA EM CULTURAS in vitro DE Guadua chacoensis (Rojas) Londoiio &

P. M. Peterson

RESUMO

Guadua chacoensis (Poaceae) é um bambu lenhoso nativo encontrado na Mata
Atlantica. O avanco do uso desta espécie no setor socioeconémico e aliado a sua
importancia ecolégica estimula o desenvolvimento de métodos rapidos e eficazes para
sua propagacao, visando a disponibilizacdo de mudas de qualidade. Ferramentas
biotecnoldgicas baseadas em cultura de tecidos podem ser usadas para propagar
genotipos especificos em massa. Dentre os métodos, inclui o desenvolvimento de
protocolos de micropropagagdo. Um fator limitante para o0 sucesso da
micropropagacdo é a elevada taxa de contaminac@o por microrganismos. Estudos
preliminares sugerem que alguns microrganismos contaminantes podem ser
endofiticos e promover o crescimento vegetativo. Diante disso, 0 objetivo do presente
trabalho foi avaliar o potencial dos isolados bacterianos de Serratia marcescens
(Ba03), de Bacillus subtilis (Bal6), e de Brevibacillus parabrevis (Ba24), obtidos de
Dendrocalamus asper e Bambusa oldhamii na promoc¢éo do crescimento de Guadua
chacoensis por meio da inoculacdo. Ao décimo quinto dia de subcultivo de Guadua
chacoensis in vitro foi inoculado 0,1 mL de cada suspensao dos isolados bacterianos
na regido basal das touceiras. Apés trinta dias da inoculacdo, foram avaliados
morfologicamente, o niUmero e a altura dos brotos e 0 nimero e o comprimento das
raizes. O isolado Bal6 B. subtillis, ndo diferiu em nimero de raizes em relacao aos
demais isolados, porém, apresentou aumento no comprimento das raizes e na altura
dos colmos. O isolado Ba03 nao diferiu em nenhum aspecto e no Ba24 observou-se
uma alta producdo de gas no meio de cultivo. Esse foi o primeiro estudo em que se
avaliou o uso potencial de bactérias endofiticas na promoc¢édo de crescimento em

bambu in vitro.

Palavras-chave: Micropropagacao; bambu; co-cultivo.
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ABSTRACT

Guadua chacoensis (Poaceae) is a native woody bamboo found in the Atlantic Forest.
The advance of its use in the socioeconomic sector, associated to its ecological
importance, stimulates the development of fast and efficient methods for its
propagation, aiming at the propagation of quality seedlings. Biotechnological tools
based on tissue culture may be used to propagate specific genotypes in bulk. These
methods include the development of micropropagation protocols. A limiting factor for
the success of micropropagation is the high rate of contamination by microorganisms.
Preliminary studies suggest some contaminating microorganisms may be endophytic
and beneficial, promoting vegetative growth when handled correctly. The aim of this
study was to identify and evaluate the potential of the bacterial isolates Serratia
marcescens, Bacillus subtilis and Brevibacillus parabrevis obtained from
Dendrocalamus asper and Bambusa oldhamii in the growth promotion of Guadua
chacoensis. On the fifteenth day of subcultivation of Guadua chacoensis in vitro, 0.1
ml of each bacterial isolate was inoculated in the basal region of the clumps. After thirty
days of inoculation, there were morphological evaluations concerning the number and
height of shoots and, number and length of roots. Forty-five days after inoculation, the
stem oxidation rate per clump was observed. The bacterial isolate of B. subtillis did not
differ in number of roots compared to the other isolates (B. parabrevis and S.
marcescens). However, it was superior in root length and stem height. The Ba03
isolate did not differ in any aspect. In Ba24, a high gas production in the culture medium
was observed. This was the first study to evaluate the potential use of endophytic
bacteria in promoting in vitro bamboo growth.

Keyword: Micropropagation; Bamboo; Co-cultivation.
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6.1INTRODUCAO

Considerando a importancia ambiental, social e econémica de G. chacoensis,
estudos que visem aperfeicoar a producdo de mudas em larga escala sdo prioritarios
para o desenvolvimento da cadeia produtiva no mundo. Um dos principais gargalos
da atual cadeia produtiva é a baixa oferta de mudas de bambus de boa qualidade
genética e fitossanitaria, pois, 0s métodos convencionais de propagacéo nao atendem
a crescente demanda (RAO et al., 1998).

Entre os métodos existentes de propagacéao vegetativa de bambus, destacam-
se 0 seccionamento do rizoma e 0 uso de por¢cdes de colmos com uma ou mais gemas.
Indicados para espécies de bambus alastrantes e para bambus entouceirantes. Em
ambos o0s casos, as taxas de estabelecimento sdo variaveis em funcdo da
sazonalidade, estado nutricional e reguladores fisiologicos da espécie propagada
(SINGH et al., 2004; NETO et al., 2009).

Métodos convencionais de propagacdo por meio de brotacBes basais de
colmo, segmentos nodais de ramos laterais e divisdo de touceiras jovens ja sao
conhecidos e utilizados na producao de mudas em larga escala de algumas espécies
de Guaduas. Esses sao comumente relatados na literatura americana e sao
conhecidos, respectivamente, por chusquines, riendas e macroproliferacdo (CRUZ-
RIOS, 2009; ORNELLAS, 2017). Outro método é a propagacédo por sementes. Porém,
essas estao disponiveis em intervalos em torno de 30 anos para as espécies do
género Guadua.

Com a baixa eficiéncia propagativa dos métodos convencionais, torna-se
necessario o desenvolvimento de metodos alternativos de propagacéao (PEETERS et
al., 2001; ARAUJO et al., 2015). A propagacao vegetativa se apresenta como uma
alternativa importante, especialmente, por possibilitar a reproducao de clones de alta
produtividade, ou seja, germoplasmas elite, com garantia de qualidade genética e
fitossanitaria (GUERRA et al., 1999; ORNELLAS, 2017).

Dentre as diversas técnicas de propagacdo vegetativa, a micropropagacao
apresenta potencial para bambus, em especial para as espécies de bambus
lignificados, sendo uma importante alternativa para producdo de mudas em larga

escala e em curtos periodos de tempo (MUDOI et al., 2013;). Além disso, o cultivo in
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vitro possibilita a conservacdo ex situ de recursos genéticos, complementando
meétodos de conservacao in situ a médio e longo prazo, isolando o germoplasma de
fatores bioticos e abidticos do meio ambiente (ENGELMANN, 2011; SINGH et al.,
2013).

A contaminacdo por microrganismos na introducao de espécies de bambus in
vitro € um dos principais gargalos para a micropropagacéao, devido a elevada taxa de
desenvolvimento desses microrganismos associados as plantas matrizes,
especialmente quando essas se encontram em condi¢cdes de campo (RAMANAYAKE
et al., 2006). Porém, a rizosfera apresenta a ocorréncia de grande diversidade de
bactérias que sdo predominantemente benéficas para as plantas (HALLMANN, et al.,
1997; AZEVEDO et al., 2000). Assim, muitos microrganismos considerados
contaminantes sdo caracterizados como endofiticos, ou seja, tém a capacidade de
colonizar tecidos vegetais e serem benéficos.

As bactérias endofiticas estdo presentes na maioria das plantas, de forma
latente ou ativa nos tecidos vegetais e tém potencial no crescimento de plantas,
estimulando a producédo de fitohorménios, solubilizacdo de fosfato e fixacdo de
nitrogénio (CHEN et al., 2006 , SELVAKUMAR et al., 2008).

Uma técnica inovadora e que vem se mostrando promissora € a aplicacéo
desses microrganismos na micropropagacdo, denominada biopriming in vitro
(BERNAL, et al., 2008). Em estudos de inoculagdo de microrganismos endofiticos em
cultivo in vitro, antes da aclimatizacdo, mostrou evidéncias de maior taxa de
sobrevivéncia das plantas ex vitro. Foi observada a contribuicdo no enraizamento, na
brotacdo e no aumento da taxa fotossintética em cana-de-aclcar, aumentando o
rendimento na propagacao (NOWAK; PRUSKI, 2004).

Dentre o0s géneros bacterianos empregados nessas técnicas estao
Gluconacetobacter spp, Acinetobacter spp, Actinomyces spp, Agrobacterium spp,
Azospirillum spp, Bacillus spp, Burkholderia spp, Curtobacterium spp, Pantoea spp,
Pseudomonas spp e Xanthomonas spp que podem promover o crescimento vegetal
por meio da producdo de AlA- acido indol acético (PATTEN; GLICK, 1996; KHAN et
al., 2016, YU et al., 2016).

Com base nessas informacdes, no presente trabalho, o objetivo foi avaliar os

efeitos da inoculacéo dos isolados de S. marcescens (Ba03), de B. subtilis (Bal6) e
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de B. parabrevis (Ba24) na promoc¢ao do crescimento de culturas in vitro de bambu

lignificado G. chacoensis.

6.2MATERIAL E METODOS

6.2.1 Material vegetal

Touceiras cultivadas in vitro de G. chacoensis em tufos de 3-6 colmos foram
subcultivados no Laboratoério de Fisiologia do Desenvolvimento Genéticas Vegetais
(LFDGV), no departamento de Fitotecnia do Centro de Ciéncias Agrarias (CCA) da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), em frascos tipo conserva (340 mL)
com 30 mL do meio de cultura MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962), geleificado isento
fitorreguladores. As culturas permaneceram, durante 40 dias, a fim de evitar a
influéncia de efeitos residuais dos fitorreguladores utilizados durante a fase de
multiplicacéo. Apds este periodo, os brotos foram divididos e subcultivados em tubos
de ensaio contendo 20 mL do meio de cultura basal MS.

Ao meio de cultura basico MS foi adicionado de 2 mL/L de vitaminas de Morel
(MOREL; WETMORE, 1951), 30 g/L de sacarose, 2 g/L de Phytagel®, como agente
geleificante. O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,8, antes da autoclavagem
(121 °C e 1,3 atm) por 15 minutos. A incubacdo das culturas foi em sala de
crescimento em condi¢des controladas de temperatura (24 °C + 2 °C) e fotoperiodo
(16h de luz).

6.2.2 Isolamento e preparo do in6culo

Os isolados bacterianos utilizados foram obtidos de culturas in vitro de
Dendrocalamus asper e Bambusa oldhamii, durante o processo de indugédo e
estabelecimento in vitro. As bactérias foram isoladas e armazenadas de acordo com
0 procedimento citado no Cap. I.

De acordo com a analise de producdo de AIA (Cap. Il) foram selecionados os
isolados de B. parabrevis (Ba24), de B. subtilis (Bal6) e S. marcescens (Ba03), que
produziram, respectivamente, 15,73 pg/mL 9,03 pg/mL e 3,00 ug/mL de AlA (Tabela
3 do Cap. II).
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Para o preparo do inéculo, os isolados foram cultivados em erlenmeyer com 300
mL de meio Luria Bertain (LB) liquido e mantidos em 28 °C por 24h.

Cada in6culo foi dividido em trés partes, para inoculagcédo das plantas em trés
dias consecutivos. O primeiro terco foi separado das outras partes, diluido e inoculado
no bloco (repeticdo), apos as 24h de crescimento das culturas bacterianas. Os outros
tercos de cada in6culo foram centrifugados, separadamente, por 20 min a 3000 rpm.
Os sobrenadantes foram descartados e cada inoculo foi acondicionado em freezer a
-20 °C. Para a inoculacédo nos dias seguintes, cada indculo foi ressuspenso em 100
mL de LB liquido esterilizado, posteriormente foi procedida a diluicdo. O mesmo
procedimento foi feito com meio LB sem inoculacdo de bactérias, que foi um dos

tratamentos controle.

6.2.3 Efeito dos isolados bacterianos em G. chacoensis

Brotacdes de bambu com 15 dias de cultivo, foram inoculadas com 100 pL de
cada uma das diluigGes (10, 107 e 10®) das suspensdes de cada isolado bacteriano.
A inoculacéo foi feita na regido basal das touceiras in vitro.

O delineamento experimental utilizado foi bifatorial (4x3) com uma testemunha
adicional. O primeiro fator foi composto por: trés isolados bacterianos e um controle
com adicéo de 100 pL de meio LB ao meio MS. O segundo fator foi composto por trés
diluicGes de cada in6culo bacteriano e do controle com LB (106, 107 e 10%). A
testemunha adicional foram amostras com MS.

Cada unidade experimental consistiu em tubos contendo 20 mL do meio de
cultura basico MS geleificado, com uma touceira de 3-6 colmos. O delineamento
experimental foi de blocos ao acaso, com trés repeti¢cdes por tratamento.

Para a quantificacdo do numero de células inoculadas, uma aliquota de 100 pL
de cada uma das dilui¢cdes foi plaqueada em meio LB sélido, em triplicata. Apds 24 h,
foram contabilizadas as unidades formadoras de colénias (UFC).

AplOs a inoculacdo, as culturas de G. chacoensis foram observadas até
completarem 30 dias da inoculagao, totalizando um ciclo de 45 dias para as plantas.
As avaliagcbes morfoldgicas das plantas consistiram na quantificacdo do numero e
altura de brotos e numero e comprimento das raizes. A taxa de multiplicacdo das

plantas, aos 45 dias de cultivo foi determinada pela razéo entre o nimero de colmos



62

por touceira aos 45 dias e o numero inicial de colmos por touceira subcultivada (dia
0). Observou-se, ainda, a taxa de oxidagao de colmos por touceira aos 45 dias de

cultivo das plantas de G. chacoensis.

Figura 10. Inoculagéo dos isolados bacterianos na base das culturas in vitro de Guadua chacoensis.

6.2.4 Analises estatisticas

Dados originais e quantitativos foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA) e ao teste SNK (5%) de separacdo de médias, de acordo com as
recomendacgdes de Compton (1994). As andlises foram realizadas na plataforma R e
utilizando-se a biblioteca Agricolae (R CORE TEAM, 2018; MENDIBURU, 2017).

6.3RESULTADOS
6.3.1 Quantificacdo de UFC nos isolados selecionados

O isolado de S. marcescens (Ba03) apresentou maior crescimento médio, entre
trés diluicbes e uma faixa de crescimento médio, de 30 a 300 UFC. O isolado B.

parabrevis (Ba24) obteve uma faixa de crescimento médio de até 30 UFC em 24h de
incubacéao. O isolado B. subtillis (Bac16) nao foi possivel quantificar.



63

6.3.1 Efeito dainoculagao in vitro de plantas de Guadua chacoensis

O inicio do crescimento bacteriano, na rizosfera dos bambus e superficie do meio
de cultura, para os trés tratamentos com inéculos bacterianos, foi observado apds trés
dias da inoculacao (Figura 11a, b e c). Apos 30 dias, observou-se que o isolado de B.
parabrevis (Ba24) apresentou a formagéo de bolhas de ar no meio de cultura (Figura
11).

Figura 11. Desenvolvimento de colmos de Guadua chacoensis in vitro apos inoculagédo dos isolados.
a, b e c) Isolados Ba03, Bal6 e Ba24, apds trés dias da inoculacdo em meio de cultura MS. e, f e g)
Bambus Guadua chacoensis apés 30 dias da inoculagao dos isolados bacterianos. d, h) Testemunhas.
d) Tratamento com Luria Bertani (LB) h) Tratamento com LB apés 30 da inoculagéo.

Apoés os dados serem submetidos a andlise estatistica, foi observado que
nenhum dos parametros analisados entre os tratamentos, quando comparados com a
testemunha adicional (MS), foram significativos.

Ao analisar a altura (H) dos brotos (Figura 12), os tamanhos dos colmos tiveram
valores de comprimento préximos. Observou-se que quanto mais diluida foi a
concentracdo do in6culo, maior foram as alturas dos bambus, e, que o isolado Ba03

foi 0 que menos induziu o crescimento. Porém, ndo foi significativo (p=0,1853).
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Altura (H) final dos colmos de bambu (cm)

H de colmos (cm)

LB Ba03 Ba16 Ba24 MS
Diliuicdes: Tratamentos
- 10°
. 107
= 10°

Figura 12. Avaliagdo das alturas dos colmos entre fatorial e testemunha (MS).

Analisando o namero (N) de raizes (Figura 13), também nédo houve diferenca
significativa (p=0,4203). Observou-se que todos os comprimentos de raizes, entre 0s
diferentes fatores, tiveram valores préximos aos da testemunha, com excecdo do
isolado Ba24 na diluicdo 108 que apresentou o maior comprimento, comparado aos

demais.
Niimero (N) de raizes dos colmos de bambu

20 -

N de raizes

-5 T T T T T
LB Ba03 Ba16 Ba24 MS

Tratamentos
Diluigdes:

. 10°
. 10’
. 10°

Figura 13. Avaliacdo do numero de raizes entre fatorial e testemunha (MS).



65

Ao analisar o comprimento (L) de raizes (Figura 14), também néo significativo
(p=0,3326). Observou-se que 0s valores mais expressivos e proximos da testemunha
foram os fatores com LB e o isolado Bal6.

Quanto a taxa de ocorréncia de colmos oxidados, observou-se 0 aumento na
oxidacdo com a inoculacdo das bactérias, majoritariamente com a inoculacdo do
Ba24.

A diluicdo dos isolados influenciou apenas no parametro do numero de raizes
por touceira. Na inoculacdo de meio LB, com a concentracdo mais diluida (10%),
reduziu o nimero de raizes produzidas por cada planta. Efeito semelhante foi
observado com as maiores diluicées (1077 e 10®) do indculo bacteriano com Ba03. Ja
no isolado Ba24, a menor concentracdo do inéculo (10®) estimulou o aumento na
rizogénese nas plantas in vitro de G. chacoensis.

Nos tratamentos controles, com LB e sem LB, as plantas tiveram um crescimento

semelhante, em todos os parametros.

Comprimento (L) das raizes de bambu

L raizes (cm)

LB Ba03 Ba16 Ba24 MS

DiliuicGes: Tratamentos

. 10°
- 10
. 10°

Figura 14. Avaliagdo do comprimento de raizes entre fatorial e testemunha (MS).

6.4 DISCUSSAO

6.4.1 Efeitos dainoculacao in vitro de plantas de G. chacoensis

No conceito de classico de micropropagacao, as culturas in vitro sao

consideradas axénicas, ou seja, as plantas sdo cultivadas na auséncia de
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microrganismos. Essa perspectiva tem mudado, por meio de diversos trabalhos que
evidenciam a ocorréncia desses microrganismos de forma latente, sob condi¢des
endofiticas em cultivos in vitro (ALMEIDA et al., 2009). Analises moleculares de
metagendmica mostram que pode ocorrer grande diversidade de microrganismo em
culturas de plantas in vitro, visualmente consideradas assépticas. Essa mudanca de
paradigma alavancou o0s estudos acerca de desinfestagdo e controle de
contaminantes em culturas in vitro de plantas.

Por outro lado, o entendimento que os microrganismos podem colaborar com o
desenvolvimento das plantas in vitro, assim como na condi¢do in vivo, permitiu
estudos de inoculacdo e co-cultivo desses microrganismos sob condi¢des
controladas, como o bioprimming.

No presente estudo, avaliou-se o potencial de promocdo de crescimento de
plantas in vitro de G. chacoensis por meio da inoculacdo com trés bactérias
potencialmente promotoras de crescimento, devido a producédo de AlA. Esta auxina
natural atua de forma importante no metabolismo dos vegetais. Seus efeitos estdo
envolvidos em varias vias do crescimento, mas especialmente nas relacionadas ao
enraizamento.

De maneira geral, os isolados selecionados e inoculados n&o interferiram
negativamente no desenvolvimento de culturas de G. chacoensis. Porém, uma
possivel promocao no desenvolvimento durante um ciclo antes da aclimatizacédo, ndo
foi detectado para a maioria dos parametros avaliados. Entretanto, o isolado Ba24
apresentou um incremento no numero de raizes induzidas, na aplicagdo mais diluida
do inéculo (108). Esse isolado apresentou a maior producédo de AIA. Este efeito foi
observado no in6culo mais diluido, sugerindo que a a¢édo da producdo da auxina foi
mais efetiva quando a populacdo bacteriana era menor. O ndimero menor de
individuos, possivelmente, reduziu a competicdo por nutrientes no meio, favorecendo
a observacdo do efeito positivo. Esse isolado identificado como Brevibacillus
parabrevis € uma espécie pouca relatada na literatura. Entretanto, seu género é
amplamente estudado e utilizado para diversas finalidades biotecnolégicas, como por
exemplo, a producéo de enzimas, agente de controle biologico e na biodegradacéo
(PANDA et al., 2014). Contudo, essa bactéria também apresentou as maiores taxas

de oxidagao de colmos.



67

O isolado Ba03, identificado como Serratia marcescens, resultou em reducéao na
altura de brotos e comprimento das raizes formadas, além de uma consideravel taxa
de oxidacéo de colmos. Semelhantemente, Shi et al. (2010) observaram a redugéo do
alongamento de raizes primarias e estimulo as raizes secundarias em sementes de
Arabidopsis thaliana inoculada com um isolado de S. marcescens. Os autores
sugeriram relacdo deste fenbmeno com metabdlitos excretados por essa bactéria, o
gue pode explicar, também, a reducao notada nas plantas inoculadas com o isolado,
neste trabalho.

O isolado Bal6, identificado como Bacillus subutilis, € uma espécie reconhecida
como promotora de crescimento em plantas. Beneduzi et al. (2008) verificaram
incrementos na produgdo de brotos e raizes em plantas de Oriza sativa inoculadas
com essa espécie bacteriana e cultivadas em casa de vegetacdo. Entretanto, no
presente trabalho, o isolado, quando inoculado em culturas in vitro de G. chacoensis,
ndo apresentou diferencas para os parametros morfoldgicos avaliados nas plantas,
comparando-se ao tratamento controle. Apesar de néo ter induzido o desenvolvimento
das plantas, sua presenca nao inibiu o desenvolvimento vegetal. Embora a bactéria
nao tenha promovido crescimento diferencial, o uso deste em culturas in vitro de
plantas evidencia a possibilidade de co-cultivo sob condi¢gdes controladas, indicando
também o potencial do isolado, na competicAo com outros microrganismos
contaminantes no meio de cultura. Além disso, seus efeitos durante a aclimatizacao
devem ser avaliados.

Para a continuidade desses estudos, serdo aprofundados os trabalhos com
cultivos in vitro e os efeitos do co-cultivo durante a fase de aclimatizacdo, como a
aplicacdo do biopriming. Esta técnica evita o vacuo biologico durante a fase de
mudanca do ambiente in vitro para o0 ex vitro, reduzindo problemas com
microrganismos patogénicos e preparando a planta, sob o efeito do biopriming, aos

estresses na nova condigdo ambiental da planta.

6.5 CONCLUSAO

O isolado Ba24 (Brevibacillus parabrevis) induziu o nUmero de raizes, na maior

diluicdo do inéculo.



68

O isolado Ba03 (Serratia marcescens) reduziu a altura e o comprimento de
raizes.

O isolado Bal6 (Bacillus subtilis) ndo alterou os parametros avaliados.

Os efeitos da inoculagdo variaram com as espécies inoculadas, assim como,

com a concentragdo dos indculos testados.

CONSIDERACOES FINAIS

Recomenda-se que:

Trabalhos futuros avaliem a potencialidade desses isolados do ponto de vista
da fisiologia do desenvolvimento, gerando subsidios para melhoria no protocolo de
micropropagacéo, visando o uso e conservacao do G. chacoensis, como também, a
promocao da cadeia produtiva do bambu no Brasil.

Novos estudos devem ser realizados com os isolados em questéo, em prol de
avaliar: outros mecanismos promotores de crescimento; combinagdes com diferentes
concentracfes do meio de cultivo, para compatibilizar o crescimento das plantas com
os isolados; e avaliar o potencial de mitigacao destes nas contaminac¢des das culturas

in vitro.
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