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RESUMO

HEUSER, C. Identificagdo molecular de comunidades microbianas presentes
em plantulas cultivadas sob diferentes sistemas de cultivo in vitro. 2013. 115 f.
Dissertacdo (Mestrado) — Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de
Séo Paulo, Piracicaba, 2013.

Nos ultimos anos, diversos protocolos e tecnologias tém sido propostos a fim de
viabilizar ou otimizar a micropropagacao de diversas culturas, bem como reduzir custos
de producdo. Dentre eles, tem ganhado destaque, o uso do meio de cultura liquido e do
sistema de biorreator de imerséo temporaria (BIT). No entanto, observam-se diferencas
de resposta entre espécies e metodologias, sendo necessarios maiores estudos para
um melhor conhecimento dos fatores que afetam os sistemas de micropropagacao.
Estudos recentes, baseados em técnicas moleculares, tém revelado que as culturas in
vitro ndo sdo axénicas, como se acreditava, apresentando comunidades endofiticas
onipresentes. Sabendo-se da importancia desses microrganismos em plantas a campo,
passou-se a questionar o papel destes no desenvolvimento e multiplicagdo de plantas in
vitro. Diante deste cenario, este trabalho se propbs a comparar o desempenho de
culturas in vitro em diferentes condicbes de cultivo: meio semissélido, meios liquido
estatico, sob agitacdo e, avaliando-se o crescimento/ multiplicacdo das plantulas e,
naqueles onde houve diferenca no desempenho, foram realizadas analises moleculares
para a caracterizacao da comunidade microbiana presente na parte aérea das plantas.
Foram utilizadas culturas de bromeliaceas e cana-de-agucar, buscando sistemas que
permitissem as avaliacdes pretendidas. Para isto foram instalados experimentos com
Ananas comosus var. comosus (‘Imperial’ e ‘Pérola’) e Aechmea nudicaulis, sob cultivo
em meio liquido estatico e sob agitacdo; e com Vriesea hieroglyphica E. Morren, sob
cultivo em meio liquido estatico, sob agitacdo e em BIT. Para a graminea, cana-de-
acucar (Saccharum spp., variedade SP80-3280), foram avaliados o cultivo em meio
liquido estatico e em BIT. Foram também realizadas andlises moleculares de plantulas
de Dyckia distachya, que haviam sido cultivadas em meios de culturas semissadlido,
liguido sob agitacdo e estatico. As culturas que apresentaram diferencas de
desempenho entre os sistemas avaliados foram D. distachya, (sendo o melhor
tratamento o meio liquido sob agitacdo) e cana-de-acucar (melhor tratamento foi BIT) e
estas foram consideradas como sistemas adequados para o estudo de como diferentes
sistemas de cultivo in vitro podem influenciar na comunidade bacteriana das plantas. A
caracterizacdo da comunidade bacteriana de D. distachya foi realizada por T-RFLP
(Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism) e mostrou que o tratamento meio
liguido sob agitacdo, o qual teve a maior produgcédo de brotos em relagdo aos demais,
diferiu quanto a abundancia relativa das unidades taxondmicas operacionais (UTOSs)
encontradas. Para cana-de-aclUcar foram realizadas a constru¢cdo de bibliotecas de
clones do gene 16S rRNA e PCR quantitativo em tempo real (QPCR). Estas analises
mostraram nao haver diferenca significativa entre as bibliotecas dos tratamentos
avaliados, no entanto, BIT apresentou 3,54 vezes mais copias do gene 16S rRNA em
relacdo ao tratamento meio liquido estatico, nos permitindo inferir que também possui
uma maior numero de bactérias. Este estudo apresenta fortes indicios de que o sistema
de cultivo in vitro utilizado influencia a comunidade microbiana presente nas plantas.

Palavras-chave: Biorreator de imersdo tempordria. Bactérias endofiticas. Cana-de-
acucar. Bromeliaceae. gPCR. T-RFLP. 16S rRNA.
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ABSTRACT

HEUSER, C. Molecular identification of microbial communities in plants
cultured under different in vitro culture system. 2013. 115 f. Dissertacdo
(Mestrado) — Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de S&o Paulo,
Piracicaba, 2013.

In recent years, several protocols and technologies have been proposed for feasibility
and optimization of micropropagation of different cultures as well as to reduce production
costs. Among these, the use of liquid culture medium and the temporary immersion
bioreactor system (TIB) have gained special attention. However, differences are
observed among species and methodologies, being necessary more detailed studies for
a better knowledge of the factors that affect the micropropagatiion systems. Recent
studies, based on molecular techniques, have revealed that in vitro cultures are not
axenic, as thought, presenting ubiquitous endophytic community. Knowing the
importance of these microorganisms to field plants we would like to know more about
their role in in vitro plants. In this scenario, this work proposes to compare the
performance of in vitro cultures under different culture conditions: semisolid medium
culture, liquid static and liquid medium under agitation, and where differences in in vitro
performance were observed comparative molecular analysis of microbial community in
the plantlets was performed. Bromeliads and sugarcane cultures were used seeking for
model systems for these analyses. These experiments were conducted with Ananas
comosus var. comosus (‘Imperial' and 'Pérola’) and Aechmea nudicaulis cultured under
liquid static medium and liquid under agitation, and with Vriesea hieroglyphica, we
compared liquid static medium, liquid medium under agitation and TIB. For sugarcane
(Saccharum spp. variety SP80-3280), liquid static medium and TIB was compared.
Molecular analyses of Dyckia distachya plantlets, which had been grown in semisolid
medium liquid static and liquid medium under agitation, were also carried out. Cultures
that showed differences in performance among the systems evaluated were D.
distachya, (with liquid medium under agitation as the best condition) and sugarcane (best
treatment was BIT) and these were considered adequate to study the differences in the
bacterial comunity of plants when grown in different in vitro conditions. The
characterization of the microbial community of D. distachya was performed by T-RFLP
(Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism) and showed that the liquid
medium under agitation, which had the highest number of shoots compare to the other
culture conditions, also differed as to the relative abundance of Operational Taxonomic
Units (OTUs). For sugarcane 16S rRNA gene clone libraries, as well as real-time PCR
(qPCR) were performed. These analyses showed no significant differences between the
libraries of the two treatments, however, BIT showed 3.54 times more copies of the 16S
rRNA gene compared to cultures from static liquid medium, allowing us to infer a higher
number of bacteria. This study provides strong evidence that the in vitro system used
influences the microbial community present in plants.

Keywords: Temporary immersion bioreactor; bacterial endophytes; sugarcane;
Bromeliaceae, gPCR; T-RFLP, 16S rRNA.
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1 INTRODUCAO

A micropropagacao é atualmente a melhor técnica para a obtencéo de mudas
de qualidade, de forma rapida e eficiente, para diversas espécies. A
micropropagacao apresenta grande potencial na multiplicacdo de bromélias e cana-
de-acucar, permitindo a producdo de mudas em larga escala de forma eficiente.
Ambas as culturas apresentam grande importancia em diferentes setores da
economia brasileira, a primeira por ser uma espécie ornamental, de importancia
ecologica e sob risco de extincdo e a segunda por ser matéria-prima do setor
sucroalcooleiro.

Mesmo tendo inUmeras vantagens em relacdo aos meios convencionais de
propagacdo, a micropropagacao pode apresentar custos elevados e taxas de
multiplicacéo insatisfatorias (ETIENNE; BERTHOULY, 2002).

A substituichio do meio de cultura semissélido pelo liquido tem sido
considerada uma alternativa para a redugao de custos de producdo e permitir a
automacao. Por outro lado, pode trazer problemas como falta de oxigenacédo e
hiperidricidade (ROELS et al., 2005). Visando solucionar esses problemas e sem
abrir m&o dos beneficios do seu uso, alternativas tém sido testadas com o uso de
agitacdo, suportes mecéanicos e o uso de biorreatores de imersdo temporaria (BIT).
No entanto, nem todas as espécies respondem a esses sistemas igualmente, sendo
necessaria a otimizacao para cada caso.

Os BITs tém sido citados como sistemas de grande potencial por
apresentarem altas taxas de multiplicagdo das culturas, no entanto, dificuldades
podem ser encontradas para a sua otimizacdo (DEBIASI, 2011). Além da
composicdo do meio de cultura, o tempo de imerséo, a duracdo e a frequéncia sao
0s parametros mais decisivos para a eficiéncia do sistema (ETIENNE; BERTHOULY,
2002), por isso, muitos estudos se propdem a determinar os melhores valores para
esses parametros para diversas culturas. Como fruto desses estudos, diversas
culturas apresentam melhor desempenho em BIT quando comparado aos protocolos
tradicionais, entre elas estdo as bromélias (ESCALONA et al.; 1999; SCHERER et
al., 2013) e a cana-de-acucar (LORENZO et al.,, 1998; ETIENNE; BERTHOULY,
2002).

O sucesso da cultura de tecidos vegetais € dependente de varios fatores e

independentemente da metodologia utilizada, a contaminagdo microbiana dos
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explantes € sem duavida o mais severo transtorno que pode ocorrer (KNEIFEL;
LEONHARDT, 1992), sendo a principal responsavel por perdas em laboratérios de
pesquisa e biofabricas. Microrganismos encontrados naturalmente associados as
plantas podem causar grandes perdas econdmicas em plantas cultivadas in vitro,
desta forma, varios procedimentos tém sido desenvolvidos buscando a sua
“eliminacdo” ou o seu manejo. No entanto, estudos recentes, baseados em técnicas
independentes de cultivo, tém revelado a existéncia de comunidades microbianas
em plantas in vitro consideradas axénicas (livres de microrgarnismos) e
aparentemente saudaveis e sem causar perdas econdmicas (PIRTTILA et al., 2000;
ALMEIDA; YARA; ALMEIDA et al., 2005; ALMEIDA et al., 2009; PODOLICH et al.,
2009).

As técnicas de identificacdo de microrganismos independentes de cultivo
apresentam um grande avanco no estudo de comunidades microbianas, por
permitrem o0 acesso as mesmas excluindo-se o0s problemas e limitacdes
ocasionados pela baixa culturabilidade de muitas bactérias. Muitos destes estudos
sao feitos baseando-se nas diferencas de composicéo das regides variaveis do gene
16S ribossomal (16S rRNA). Dentre as vantagens do uso deste gene estdo: o fato
de estar presente em praticamente todas as bactérias; possuir a funcdo do gene
conservada ao longo do tempo e a existéncia de diversos bancos de dados gratuitos
disponiveis para a analise das sequéncias deste gene.

Utilizando-se destas técnicas, estudos demonstram que em plantas a campo,
diversos fatores, tais como: gendtipo da planta, estadio de crescimento, condigdo
fisioldgica, condicBes ambientais, manejos agricolas, dentre outros, influenciam e
determinam a comunidade microbiana das mesmas (HALLMANN; BERG, 2006;
VAN OVERBEEK; VAN ELSAS, 2008). Isto nos levou a questionar se 0s ajustes
feitos com o objetivo de se melhorar o desempenho das plantas micropropagadas,
podem também influenciar a comunidade microbiana presente nas plantas in vitro, e
consequentemente influenciar o desempenho das mesmas.

Considerando-se que na literatura ha relatos de que bromélias e cana-de-
acucar cultivadas em BIT podem apresentar maiores rendimentos na
micropropagacao e a hipdtese de que alteracdes no ambiente de cultivo das plantas
podem influenciar a microbiota e consequentemente o seu desempenho, este
trabalho utilizou-se de técnicas de cultura de tecidos e moleculares para elucidar os

objetivos propostos.
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2 OBJETIVOS

O presente estudo teve como objetivo investigar como os diferentes sistemas
de cultivo in vitro de plantas podem influenciar na comunidade de bactérias
presentes nas plantas, gerando informacfes que possam contribuir para o
entendimento da influéncia dessas comunidades durante o cultivo in vitro. Para isso,

foram definidos os seguintes objetivos especificos:

1. Avaliar os parametros de producdo de espécies de bromélias e cana-
de-acucar sob diferentes sistemas de cultivo in vitro;

2. ldentificar a populacdo microbiana em sistemas de cultivo in vitro ja
estabelecidos e relacionar os parametros de producdo com esta
comunidade;

3. Caracterizar, através da construcdo de bibliotecas de clones do gene
16S rRNA bacteriano e da técnica de T-RLFP, as comunidades
microbianas presentes em ambos os sistemas;

4. Quantificar a comunidade bacteriana total presente nos sistemas
utilizando-se PCR quantitativo em tempo real para o gene 16S rRNA

bacteriano.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Micropropagacgao

Na agricultura comercial, quando um genotipo de interesse € obtido, é
interessante que se obtenham novos individuos idénticos a ele. Isso pode ser feito
pela propagacdo vegetativa/ clonal. A propagacdo clonal é realizada via
macropropagacdo, a qual envolve métodos vegetativos tradicionais como a
individualizagdo de brotos laterais, ou via micropropagacao, utilizando-se
ferramentas da cultura de tecidos (AHUJA, 1993). A micropropagacao de plantas
teve seus estudos iniciados no inicio do século passado e comercialmente na
década de 60 (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). Seu embasamento teorico foi
proposto pelo alemao Gottlieb Haberlandt, em 1902, em seus experimentos com
cultura de células e tecidos soméaticos de varias espécies em solucdo nutritiva
(THORPE, 2007).

Tipicamente, a micropropagagcédo envolve quatro etapas: estabelecimento in
vitro; multiplicacdo; enraizamento e aclimatizacdo (BUNN; TAN, 2002). A fase de
estabelecimento € iniciada com a introducdo do explante in vitro e a regeneracao
pode ocorrer por duas vias principais: organogénese ou embriogénese somatica
(SNYMAN et al., 2011). Uma vez estabelecidos, os explantes s&o cultivados em
condigdes assépticas sob baixa intensidade luminosa, em frascos contendo meio de
cultura composto por sacarose, sais minerais, vitaminas e reguladores vegetais, em
concentracbes que excedem o0s niveis encontrados em condicbes naturais de
desenvolvimento das plantas (LEIFERT; MURPHY; LUMSDEN, 1995), e séo
mantidos em condicbes controladas de umidade, temperatura e luz
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

Entre as vantagens da micropropagacao estao: a necessidade de um espaco
reduzido; maiores taxas de multiplicacdo em relacdo aos sistemas convencionais de
propagacédo; uniformidade das plantas; producdo de mudas livres de patdgenos;
controle das condi¢cdes ambientais locais e sazonais para a produgcdo de mudas,
dentre outros (GEORGE, 2008; GARCIA-GONZALES et al., 2010; SENGAR;
SENGAR; GARG et al., 2011; SNYMAN et al., 2011). Dentre as desvantagens estao
0 custo elevado, especialmente devido a demanda por méao-de-obra, que pode ser
responsavel por 40 a 60% dos custos envolvidos (ETIENNE; BERTHOULY, 2002),
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baixa taxa de sobrevivéncia das plantas quando levadas a campo (GEORGE;
DEBERGH, 2008) e a contaminacdo, com perdas estimadas ao redor de 10%
(COSTA; SCHERWINSKI-PEREIRA; OTONI, 2010).

Diante deste cenario, estudos tém sido realizados com objetivo de otimizar
esta técnica para diversas culturas, entre elas bromeliaceas (ESCALONA et al.,
1999; ARRABAL et al., 2002; ALVES, DAL VESCO; GUERRA, 2006; BERTALAN et
al., 2009) e cana-de-acucar (KHAN et al., 2006; MORDOCCO; BRUMBLEY;
LAKSHMANAN, 2009; PANDEY et al., 2011), objetos do presente estudo.

3.2 Micropropagacado em sistemas de cultivo em meio liquido

O sistema mais comumente utilizado para a micropropagacao € a proliferacao
de brotos utilizando meio de cultura semissolido (MEHROTRA et al., 2007),
utilizando um agente geleificante, por exemplo, o agar, adicionado ao meio de
cultura (GEORGE, 2008). No entanto, em muitas culturas, o uso do meio liquido
apresenta resultados superiores em relacdo ao meio solidificado com &gar (PREIL,
2005).

Visando diminuir os custos da micropropagacdo, aumentar a eficiéncia do
processo e reduzir as perdas associadas a contaminagdo por manipulagéo, o uso de
meio de cultura liquido tem sido apresentado como uma alternativa eficiente ao meio
semissolido tradicionalmente utilizado (GARCIA-GONZALES et al., 2010). Entre as
vantagens do meio de cultura liquido séo citadas: a possibilidade de renovacéo e
substituicdo do meio de cultura no préprio frasco de cultivo; a esterilizacdo do meio
pode ser realizada por ultrafitragem ao invés de autoclavagem; menor espaco
utilizado; maior uniformidade das condi¢des de cultivo; possivel utilizagdo de frascos
maiores; a limpeza dos frascos contendo meio liquido é mais facil em relacdo ao
meio semissolido; e a possibilidade de melhor absor¢cdo de nutrientes pelo fato de
todo o explante ficar em contato com o meio de cultura e, consequentemente, um
melhor desempenho das plantas (ESCALONA et al., 1999; ETIENNE; BERTHOULY,
2002).

No entanto alguns problemas podem surgir devido ao seu uso, tais como:
problemas de oxigenacdo; hiperidricidade (vitrificagdo); e a necessidade de
equipamentos mais complexos (ETIENNE; BERTHOULY, 2002).
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Para conciliar os beneficios do meio de cultura semissolido e do liquido,
surgiram os biorreatores de imersdo temporaria — BIT (ETIENNE; BERTHOULY,
2002; MURCH et al., 2004; ZHAO et al., 2012). Os biorreatores foram inicialmente
desenvolvidos para o cultivo de microrganismos, sendo também amplamente
utilizados para a producdo em escala industrial de metabdlitos secundarios de
plantas e de animais (TAKAYAMA; AKITA, 2006). Sdo basicamente constituidos de
frascos de cultivo, motor elétrico conectado a um eixo que se estende até o interior
do frasco e bomba compressora de ar. A primeira aplicacdo de um biorreator para a
propagacao de plantas foi relatada em 1981 com a cultura de begonia utilizando-se
um biorreator de coluna e bolha (TAKAYAMA; AKITA, 2006). Estes equipamentos
podem ser utilizados para a cultura de embrides, gemas e também hastes
caulinares, com o objetivo de producéo de mudas em larga escala.

O objetivo do uso de biorreatores é o aprimoramento das condi¢cdes Otimas de
crescimento pelo controle dos parametros quimicos e fisicos para atingir tanto uma
elevada produtividade como alta qualidade de propagulos, além de manter os custos
de producdo o mais baixo possivel, utilizando-se um sistema automatizado (PREIL,
2005).

Em sistema de BIT, os explantes ndo ficam em contato permanente com o
meio de cultura e sim sofrem imersdes em intervalos pré-determinados. O tempo de
imersédo e a frequéncia sao, provavelmente, os parametros mais decisivos para a
eficiéncia desse sistema (ALVARD; COTE; TEISSON, 1993). Dentre os principais
parametros envolvidos na diminuicdo do custo de producéo pelo sistema BIT estéo:
reducdo da &rea de estantes e numero de frascos utilizados; melhor rendimento
bioldgico e reducéo drastica de méo-de-obra envolvida (ETIENNE; BERTHOULY,
2002), que pode ser responsavel por 40 a 60% dos custos de micropropagacao
(CHU, 1995).

Trabalhos avaliando os sistemas BIT apontam sua eficiéncia na reducao dos
custos de producdo e na melhoria das taxas de multiplicacdo em relagcdo ao
convencional meio semissélido em bromeliaceas (ESCALONA et al.,, 1999;
SCHERER et al.,, 2013), na cultura de cana-de-agucar (LORENZO et al.,, 1998;
MORDOCCO; BRUMBLEY; LAKSHMANAN, 2009; NKWANYANA; SNYMAN;
WATT, 2010), e em diversas outras espécies (LEMOS, et al., 2001; MURCH et al.,
2004; ZOBAYED et al., 2004; ROELS et al., 2005; THAKUR et al., 2006).
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Com o objetivo de se entender melhor a eficiéncia destes sistemas, estudos
tém sido conduzidos com avaliando-se os efeitos do ambiente de cultivo no
crescimento e no desenvolvimento de plantas micropropagadas (ZHAO et al., 2012).
Feuser et al. (2003), comparando a fidelidade genotipica de plantas de abacaxi
micropropagadas em sistemas de imersao temporaria e em meio de cultura estatico,
constataram significativa diminuicdo na frequéncia de variantes somaclonais no
primeiro sistema.

Estudos no sentido de se reduzir ainda mais o custo desta tecnologia e
investigar os seus possiveis efeitos nas plantas assim cultivadas, sdo de extrema
importancia e tem recebido a atencdo de diversos pesquisadores ao longo dos
altimos anos (ESCALONA et al, 1999; MURCH et al, 2004, PAEK,
CHAKRABARTY; HAHN, 2005; ROELS et al., 2005; NKWANYANA, SNYMAN;
WATT, 2010; ZHAO et al., 2012; HUI et al., 2013; SCHUMANN et al., 2013).

3.3 Bromeliaceae e a micropropagacéo

A familia Bromeliaceae Juss € composta por 58 géneros e 3.352 espécies
(LUTHER, 2012). As bromélias sdo plantas tropicais com vasta distribuicdo nas
florestas tropicais, desertos e areas costeiras, apresentando grande importancia do
ponto de vista ecoldgico e mantendo importantes interacfes com a fauna (GUERRA;
DAL VESCO, 2009). Sao nativas das Américas com exceg¢do de Pitcairnia feliciana
(A.Chev.) Harms & Mildbr que é nativa da Africa (MARTINELLI, 2000; POREMBSKI;
BARTHLOTT, 1999) (Figura 1).

Figura 1 - Distribuicdo geografica das bromélias no mundo (Fonte: Adaptado de REITZ,
1983)
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Esta familia era tradicionalmente subdividida em trés subfamilias,
Pitcairnioideae, Tillandsioideae e Bromelioideae (SMITH; DOWNS, 1974, 1977,
1979), sendo que, recentemente, foi proposta uma nova divisdo composta por oito
subfamilias  Brocchinioideae, Bromelioideae, Hechtioideae, Lindmanioideae,
Navioideae, Pitcairnioideae, Puyoideae e Tillandsioideae, com base em analises
moleculares baseadas na variacdo nucleotidica do gene ndhF (GIVNISH et al.,
2011).

Estima-se que 40% das espécies de Bromeliaceae pertencentes a 40
géneros, estdo distribuidas no Brasil e muitas delas sdo endémicas e encontradas
principalmente no bioma da Mata Atlantica (SOUZA; LORENZI, 2005; WANDERLEY
et al., 2006). Estimativas indicam que restam apenas 7,5% deste bioma (MYERS et
al., 2000) e, associado a esse processo de devastagcéo, observa-se uma reducéo da
biodiversidade, incluindo a flora epifita (COFFANI-NUNES, 2002).

Muitas bromélias, devido a disposicédo de suas folhas, formam tanques onde
armazenam agua, em alguns casos, em grande quantidade, como Alcantarea
imperialis Harms, cujo volume de agua pode chegar a 30 litros, desempenhando
importante papel no ciclo da agua e nutrientes (MARTINELLI, 2000). Associados a
esse microhabitat e dependente dele, pesquisadores ja encontraram mais de 900
tipos de organismos, entre insetos, aracnideos, anfibios, crustdceos e anelideos. Em
contrapartida, essas criaturas sdo alimento para passaros (MARTINELLI, 2000) e
pequenos primatas como 0 mico-ledo-dourado, espécie ameacada de extincédo
(OLIVEIRA et al., 2011).

Além da importancia ecologica, as bromélias tém despertado grande
interesse como plantas ornamentais por apresentarem folhas e flores de coloracéo
intensa e variada (MARTINELLI, 2000). Sendo que, um grande numero dessas
plantas € coletado ilegalmente nas florestas para serem comercializadas. O
desenvolvimento de tecnologia para a producao eficiente de mudas destas espécies
€ uma maneira de amenizar a extracao ilegal das mesmas do seu habitat.

A propagacédo das bromélias pode ocorrer de forma sexuada ou assexuada.
No entanto, a produgdo de sementes € demorada e, em algumas espécies, apenas
a maturacdo das mesmas, pode levar até um ano apos a polinizagédo (STRINGHETA
et al., 2005). Por outro lado, a propagacao assexuada, que € feita por separacao de
brotos € pouco produtiva, pois 0s mesmos sdo produzidos apenas apos o

florescimento e em pequeno numero, devido a forte dominancia apical. Por esses
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motivos, nas Ultimas décadas, os horticulturistas tém utilizado métodos de
micropropagacao como estratégia de propagacao massal para diversas espécies de
bromélias (ARRABAL et al., 2002; RECH FILHO et al., 2005; ALVES, DAL VESCO;
GUERRA, 2006; ARANDA-PERES et al., 2009; HUANG et al., 2011).

Dentre as espécies mais utilizadas para a producdo de hibridos e cultivo
comercial, encontram-se as espécies de Vriesea, pertencentes a subfamilia
Tillandsioideae (BENZING, 2000). As plantas deste género possuem tamanho
variavel e a maioria é epifita, suas folhas arranjadas em rosetas podem ser péndulas
ou eretas, totalmente verdes ou com manchas, esparsa ou densamente cobertas por
tricomas (COSTA, 2002) e de ocorréncia em ambientes sombreados (MARTINELLI,
et al.,, 2008). O crescimento lento da Vriesea spp. in vitro, quando comparado a
outras bromeliaceas, foi observado em experimentos em nosso laboratério e
esforcos tém sido realizados para melhorar a eficiéncia na propagacao de espécies
desse género.

Aechmea nudicaulis Griseb. pertence a subfamilia Bromelioideae e encontra-
se listada como espécie vulneravel (RS, 2002), apresentando habitos tanto epifito,
como terrestre, sendo no Brasil encontrada nos cerrados, florestas costeiras,
restingas e mangues (WENDT, 1997).

O abacaxizeiro, Ananas comosus (L.) Merr. var. comosus Coppens & F. Leal,
pertence a subfamilia Bromelioideae, apresenta grande importancia econémica para
o Brasil, sendo cultivado em praticamente todo o pais. O Brasil colheu no ano de
2011, 2.318.120 toneladas, sendo o segundo maior produtor da cultura no mundo,
perdendo apenas para a Tailandia (FAO, 2013). Além da importancia econ6mica,
apresenta ainda importancia social pela geracdo de empregos diretos e indiretos
(MATOS; HEINHARDT, 2009). A regido de maior producdo é o Nordeste, com
38,7% da produgédo em 2011 (IBGE, 2013).

A cultivar Pérola é a mais comercializada em todo o pais, apesar de ser
suscetivel a fusariose (Fusarium subglutinans f. sp. ananas), principal doenca que
ataca a cultura. A cultivar Imperial € um hibrido desenvolvido pela Embrapa
Mandioca de Fruticultura e apresenta-se como uma boa alternativa no controle da
fusariose por ser tolerante a mesma além de ndo possuir espinhos em suas folhas, o
gue facilita 0 manejo e colheita (MATOS; HEINHARDT, 2009).

Além da fusariose, outros problemas afetam a producdo comercial do abacaxi

no Brasil como a falta de mudas de boa qualidade e a baixa taxa de multiplicacédo
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pelos métodos convencionais de propagacao vegetativa (RUGGIERO et al., 1994). A
necessidade de se contornar estes problemas levaram ao desenvolvimento de

protocolos de micropropagacéo para o abacaxizeiro (ALMEIDA et al., 2002).

3.4 Cana-de-acucar e a micropropagacao

A cana-de-acucar, pertence ao género Saccharum L., familia Poaceae, € uma
planta alogama (MATSUOKA; GARCIA; ARIZONO; 2005), que se reproduz
predominantemente de forma assexuada por toletes ou rizomas e menos
comumente de maneira sexuada, por sementes (BAKKER, 1999). Foi primeiramente
cultivada no sudeste asiatico e na india ocidental e atualmente é cultivada em areas
localizadas entre as coordenadas 36,7° de latitude norte e 31,9° de latitude sul
(SUGARCANECROPS, 2010).

As cultivares modernas de cana-de-acUcar sdo derivadas de cruzamentos
interespecificos realizados ha aproximadamente um século (SNYMAN et al., 2011)
entre a espécie produtora de agucar S. officinarum L. e a espécie selvagem S.
spontaneum L., seguidas de uma série de retrocruzamentos com S. officinarum
(MUDGE et al., 2009). Cruzamentos entre S. officinarum e S. barbieri, S. sinense e
raramente com S. robustum, também sao citados (MATSUOKA; GARCIA;
ARIZONO; 2005).

Introduzida no Brasil em 1532, o sucesso desta cultura em muitas regides do
pais se deve a boa adaptacdo as condicbes de clima e solo do nosso pais e por
utilizar a via Cs da fotossintese, altamente eficiente em condigéo tropical como a
nossa (BALDANI et al., 2002; SOUZA; BUCKERIDGE, 2010). O Brasil € o maior
produtor de cana-de-agucar do mundo, tendo produzido mais de 734 milhdes de
toneladas no ano de 2011 (FAO, 2013). O Estado de S&o Paulo é responsavel com
58,2% da producao (427,4 mil toneladas), seguido por Minas Gerais com 9,2% (67,7
mil toneladas) e Goias com 7,5% (54,9 mil toneladas) (IBGE, 2013). A cultura é
também considerada a responsavel pela base da independéncia do Brasil em
relacdo aos combustiveis fosseis (LAWRENCE; WALBOT, 2007). O uso de energia
renovavel € uma das maneiras mais eficientes para se conseguir um

desenvolvimento sustentavel e, nesse aspecto, 0 modelo adotado pelo Brasil nos
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anos 70 tem sido considerado um exemplo a ser seguido por outros paises
(GOLDEMBERG et al., 2007).

O interesse da Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo
(FAPESP) em estudar o genoma da cana-de-aclUcar e a implementacao do
programa SUCEST (VETTORE et al., 2003) também comprova a importancia desta
cultura para o pais.

A cana-de-acucar é talvez uma das culturas mais competitivas
economicamente como fonte de alcool, podendo efetivamente contribuir para um
meio ambiente mais limpo. Desta forma, maneiras de se melhorar a sua
produtividade tém sido objeto de intensa investigacdo no Brasil (MAGNANI et al.,
2010).

Por esses e outros motivos, a cana-de-aglcar esta frequentemente inserida
em programas de melhoramento, objetivando a introducdo de caracteristicas de
interesse agrondmico (CIDADE et al., 2006) como resisténcia a doencas e pragas,
melhor producdo de biomassa e acucar (SNYMAN et al., 2011).

Ao se obter um genotipo superior em um programa de melhoramento, ha a
necessidade de se multiplicar o material selecionado com rapidez e eficiéncia, e é
nesta etapa que a micropropagacdo apresenta-se como uma alternativa com
diversas vantagens em relacdo a propagacdo convencional (SNYMAN et al., 2011),
como obtencdo de maiores taxas de multiplicagcdo e mudas com melhor qualidade e
em tempo e espaco reduzidos (MALHOTRA, 1995; WANG et al., 1998).

Além da micropropagacdo de genotipos de interesse, o cultivo in vitro de
cana-de-agUcar trouxe outros resultados, como: a producdo de materiais livres de
doencas; intercambio internacional de germoplasma,; rapida triagem por resisténcia a
pragas e doencas e a conservacao de germoplasma. Muitas destas metodologias
tém sido rotineiramente utilizadas em conjunto para na tentativa de se reduzir a
utilizacdo de recursos, como mao-de-obra, terras e bem como o tempo para o
desenvolvimento e liberac&o de novas cultivares que atualmente gira em torno de 10
a 14 anos (SNYMAN et al., 2011).

Durante os anos noventa, a busca por sistemas automatizados visando a
reducdo de custos na micropropagacdo da cana-de-agucar, ganhou consideravel
destaque, e dentre esses sistemas foi desenvolvido o uso de biorreator de imersao
temporaria (WALKER; HARRIS; GAUTZ, 1991; SCHAUFLER; WALKER, 1994;
1995; WANG et al., 1998; WANG et al., 1999).
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3.5 Interac¢des plantas-microrganismos

As plantas e os animais naturalmente se associam de diversas maneiras aos
microrganismos (ROSENBLUETH; MARTINEZ-ROMERO, 2006). No intestino de
animais, bactérias desempenham importante papel no desenvolvimento da
imunidade (HOOPER et al., 2001; HOOPER; LITTMAN; MACPHERSON, 2012), em
humanos estudos sobre essa relagéo levou a realizacdo de grandes projetos como
“‘Human Microbiome Project — HMP” (TURNBAUGH et al., 2007), além de estudos
visando entender a relacdo entre a microbiota e aspectos da saude humana, bem
como os fatores que podem afetar a composicdo dessa microbiota durante nossas
vidas (CHO; BLASER, 2012; NICHOLSON et al., 2012). De forma similar, as
bactérias também estimulam respostas das plantas (CONRATH et al., 2006).

A maioria das bactérias associadas as plantas é proveniente do ambiente do
solo (COMPANT; CLEMENT; SESSITSCH, 2010). Os componentes exudados pelas
raizes, entre outros, incluem: ions, oxigénio livre, agua, mucilagem, aminoacidos,
acucares, vitaminas, acidos organicos, nucleotideos e enzimas (GRUPTA;
MUKERUJI, 2002; BAIS et al., 2006). Tais exudatos podem tanto atrair, como repelir
organismos, sendo que diferentes organismos (atraidos pelo mesmo exudato)
podem resultar em diferentes respostas da planta (BAIS et al.,, 2006). Quando
atraidos, eles podem migrar para a rizosfera (regido que circunda as raizes das
plantas), em seguida para o rizoplano de seus hospedeiros, podendo entédo penetrar
nas raizes através de rachaduras e colonizar os espacos intercelulares (CHI et al.,
2005), podendo também migrar para as partes aéreas através dos vasos do xilema
(COMPANT et al., 2008), apresentando uma densidade de colonizagéo decrescente
em comparacdo com as populacdes que colonizam a rizosfera ou as raizes
(COMPANT; CLEMENT; SESSITSCH, 2010). Foi demostrado que quando as
plantas sdo infectadas por alguns patdégenos elas sdo capazes de selecionar os
organismos de sua rizosfera. Essa selecdo ocorre alterando a composicdo dos
exudados de suas raizes com o0 objetivo de atrair microrganismos que possam
protegé-la contra a agressdo de determinado fitopatogeno (RUDRAPPA et al.,
2008).

As plantas oferecem uma vasta gama de habitats que permitem o
crescimento de comunidades microbianas, incluindo desde locais ricos em nutrientes

e com alta umidade, como pobres em nutrientes e com condi¢des ambientais
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adversas (BEATTIE, 2007). Os microrganismos isolados do rizoplano e do filoplano
sdo denominados epifiticos (ANDREWS; HARRIS, 2000), enquanto que aqueles que
habitam os tecidos internos por pelo menos um periodo de seu ciclo de vida, e
aparentemente ndo causam qualquer dano ao hospedeiro, sdo chamados
microrganismos endofiticos (AZEVEDO, 1998).

Em comparacdo com as bactérias da rizosfera e da filosfera, as bactérias
endofiticas possivelmente interagem mais diretamente com a planta hospedeira
(WEYENS et al., 2009). Como uma definicdo universalmente aceita para bactérias
endofiticas ainda ndo foi estabelecida, neste trabalho seguiremos a definicao
proposta por Hallmann et al. (1997) que definem bactérias endofiticas como aquelas
gue podem ser isoladas a partir de um tecido vegetal com superficie desinfestada,
ou extraidas a partir do tecido interno de uma planta sem que estejam causando
dano ao hospedeiro.

De acordo com a estratégia de vida adotada, os microrganismos endofiticos
podem ser classificados em ‘obrigatorios’ ou ‘facultativos’. Os ‘obrigatérios’ s&o
aqueles estritamente dependentes da planta hospedeira para o seu crescimento e
sobrevivéncia, sendo que a transmissao para outra planta ocorre verticalmente, ou
por algum vetor. Os ‘facultativos’ apresentam um estagio de sua vida fora da planta
hospedeira, sendo caracterizado como bifasico, alternando entre a planta e 0 meio
ambiente (HARDOIM; VAN OVERBEEK; VAN ELSAS, 2008).

A comunidade microbiana associada as plantas pode desenvolver
importantes fungcdes no desempenho das culturas, conferindo vantagens como:
promocéo do crescimento, pelo aumento da eficiéncia na aquisicdo de nutrientes do
solo ou pela producéo de fito-horménios (DUAN et al., 2006; FENG; SHEN; SONG,
2006; TING et al., 2008; BERG, 2009); aumento da resisténcia a fito-patdégenos
(STURZ et al., 1999; REITER et al., 2002; AKELLO et al., 2008; SENTHILKUMAR et
al., 2009); solubilizacdo e assimilacdo de fosfato (KUKLINSKY-SOBRAL et al.,
2004), e fixacéo e assimilacédo de nitrogénio (BODDEY et al., 2003; SOE et al., 2012;
SANTI; BOGUSZ; FRANCHE, 2013).

O conhecimento sobre as interagdes planta-microrganismos e a nossa
habilidade em manter, manipular e modificar populacdes de bactérias benéficas é o
primeiro passo para possibilitar a utilizacdo de microrganismos endofiticos e
epifiticos na agricultura (HALLMANN et al., 1997). O estudo das associacdes planta-

microrganismos, além de levar ao entendimento do seu papel ecologico e suas
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interacbes com as plantas, também possibilita a aplicacdo biotecnolégica dessas
bactérias em favor de uma agricultura mais sustentavel e eficiente (KUKLINSKY-
SOBRAL et al., 2004).

3.6  Microrganismos e cultura de tecidos

Na cultura de tecidos vegetais, ap0s a escolha do explante, procedimentos
para a desinfestacdo dos mesmos sao realizados anteriormente ao estabelecimento
com o objetivo de “eliminar” a populagdo microbiana nele presente e assim permitir o
cultivo in vitro. Na natureza as plantas coexistem com uma ampla gama de
microrganismos presentes nos seus diversos 6rgdos, no entanto, na cultura de
tecidos esses microrganismos podem levar indiretamente a morte dos explantes,
devido a competicdo pelos nutrientes do meio de cultura e por, geralmente,
excretarem substancias toxicas aos tecidos no meio de cultura (COSTA;
SCHERWINSKI-PEREIRA; OTONI, 2010). Por isso, e pelo fato da contaminagao
microbiana ser a principal responsavel pelas perdas em laboratérios de
micropropagacgéo, a presenca de bactérias € comumente vista como contaminag&o,
sendo que a cultura de tecidos sempre buscou a obtencao de plantas “axénicas”.

No entanto, nos Ultimos anos, o conceito de que as plantas devem ser
“axénicas” para que seu cultivo in vitro seja possivel, tem sido revisto, havendo
estudos que comprovam a presenca de comunidades microbianas em culturas
visualmente saudaveis e mantidas in vitro por varios anos (ALMEIDA et al., 2005;
ALMEIDA et al., 2009; SCHERLING et al., 2009; ABREU-TARAZI et al., 2010). O
fato de essas plantas apresentarem uma comunidade microbiana e serem
visualmente saudaveis nos permite deduzir que pode existir uma convivéncia
harmdonica entre plantas cultivadas in vitro e microrganismos.

A eliminacdo dos microrganismos, algumas vezes endofiticos, na cultura da
tecidos, por considera-los contaminantes, pode em alguns casos se tornar um
problema quando essas plantas “axénicas” sdo levadas a locais onde endofiticos
importantes ndo sdo encontrados e resultar em perdas de vigor e surgimento de
efeitos colaterais indesejados (AZEVEDO, 1998). Na cultura da batata, por exemplo,
0 uso de sistemas comerciais de micropropagagdo ocasionou a eliminacdo das
bactérias endofiticas (STURZ; CHRISTIE; NOWAK, 2000), tanto as promotoras de
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crescimento, como aqguelas indutoras de resisténcia a doencas que habitavam seus
tubérculos (STURZ, 1995). A eliminacdo dessas bactérias na busca por plantas
“axénicas” pode provocar também o aumento do estresse bidtico em plantas
micropropagadas, ao serem transferidas para o campo, com consequente reducéo
nas taxas de sobrevivéncia (GOSAL et al., 2010).

Diante desse contexto, diversos estudos investigaram os beneficios da
inoculacdo artificial tanto de bactérias, como de fungos endofiticos, processo
denominado “biotizacdo”, comprovando seus beneficios (CANUTO et al.,, 2003;
WEBER, et al., 2003; GOVINDARAJAN et al., 2006; AKELLO et al.,, 2008;
SENTHILKUMAR et al., 2008; DIAS et al., 2009; GOSAL et al., 2010). Atualmente o
processo de “biotizacao” é feito durante a fase de enraizamento in vitro, ou durante a
aclimatizacao (GOSAL et al., 2010).

3.7 O uso de analises moleculares no estudo da composicado microbiana de

amostras ambientais

Técnicas dependentes de cultivo e a identificacdo de isolados baseadas em
testes bioquimicos e fisioldgicos tém se caracterizado como abordagens classicas
no estudo de bactérias presentes em amostras ambientais (AMANN; LUDWIG;
SCHLEIFER, 1995). Estes métodos, no entanto, apresentam algumas limitacdes:
ndo refletem de maneira acurada a estrutura da comunidade bacteriana e sim a
seletividade do meio de cultura a certas bactérias; demandam tempo e ndo séo
representativos, pois apenas uma pequena fracdo (0,1 a 10%) das bactérias sdo
cultivaveis pelos métodos atualmente disponiveis (AMANN; LUDWIG; SCHLEIFER,
1995; THERON; CLOETE, 2000).

Experimentos realizados por Woese (1987), em 1985, mudaram radicalmente
a maneira de como se via 0 mundo dos microbios quando foi demonstrado que
genes de rRNA (RNA ribossémico) funcionariam como reldgios evolucionarios. Na
mesma época, Pace et al. (1986), destacaram a necessidade do desenvolvimento
de técnicas nao tradicionais para estudar 0s microrganismos pois a simples
morfologia dos mesmos forneceria poucos subsidios para a sua identificacdo, além

de que as caracteristicas fisiol6gicas dos mesmos, muitas vezes sdo ambiguas.
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As bactérias sintetizam trés tipos de RNAs ribossémicos denominados 5S
rRNA (~120 nucleotideos), 16S rRNA (~1500 nucleotideos) e 23S rRNA (~3000
nucleotideos) (Figura 2), sendo que 0s eucariotos podem conter também um quarto
rRNA, 5,8S (~160 nucleotideos) (OLSEN et al., 1986). Os numeros 5, 5,8, 16 e 23
indicam o tamanho das moléculas medidas por analise de sedimentacdo (BROWN,
2002).

tRNA

16S rRNA
Sequence

23S rRNA 5S rRNA
Sequence Sequence

Pre rRNA

1500 pb 3000 pb 120 pb

Figura 2 - Organizacdo do operon do rRNA ribossémico em bactérias (Adaptado de Brown,
2002)

Cada ribossomo é composto de duas subunidades principais. A primeira, 50S,
denominada subunidade maior, € composta pelas moléculas de 23S RNA, 5S RNA,
juntamente com 31 proteinas. A segunda, 30S, denominada subunidade menor, é
composta pela molécula 16S RNA juntamente com 21 proteinas (WOODSON;
LEONTIST, 1998).

Theron e Cloete (2000) relataram que os primeiros estudos de caracterizagéo
de amostras ambientais por meio de técnicas moleculares foram realizados
utilizando-se moléculas de 5S rRNA, no entanto, 0S mesmos autores mencionaram
que por se tratar de um fragmento relativamente pequeno, a variacdo nos
nucleotideos que o compdem néo é suficiente em ecossistemas menos complexos.
Desta forma, o gene 16S rRNA é hoje o mais utilizado em estudos de filogenia e
taxonomia bacteriana.

Outras razdes justificam a utilizacdo deste gene: ele esta presente em quase
todas as bactérias, o que o torna um alvo universal para a sua identificacdo; a
funcdo deste gene ndo se alterou ao longo do tempo, sugerindo que alteragbes
aleatdrias em sua sequéncia (Random Sequence Changes) sdo mais acuradas para
se medir evolucdo; este gene é longo o suficiente (~1500 pares de base) para
andlises por bioinformatica (PATEL, 2001); e ainda h& a disponibilidade de um
imenso e crescente banco de dados de rRNA para a analise comparativa de
sequéncias (MAIDAK et al., 1999; VAN DE PEER et al., 1999; LUDWIG et al., 2004).
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As sequéncias de rRNA contém dominios altamente conservados, que séo
intercalados com regides variaveis (HEAD; SAUNDERS; PICKUP, 1998). Através da
comparacdo destas regifes variaveis, podem ser determinadas as relacfes
filogenéticas e evolutivas entre 0s organismos, permitindo a avaliagdo da
diversidade em amostras ambientais bem como a deteccdo e quantificacdo de
populacdes especificas (WEISBURG et al., 1991).

3.7.1 Construcao de biblioteca genémica

Uma forma de se acessar a diversidade de comunidades complexas
utilizando-se técnicas moleculares € pela construcdo de bibliotecas gendmicas. Em
linhas gerais, a construcdo de uma biblioteca gendmica se inicia com a extragéo do
DNA total da amostra, seguida da amplificacdo do fragmento de interesse,
utilizando-se primers especificos. Os DNAs gendmicos gerados, sdo ligados a
vetores especificos, clonados e sequenciados. Utilizando-se ferramentas de
bioinformatica, as sequéncias sao editadas para a remocao de bases de baixa
gualidade (HEAD; SAUNDERS; PICKUP, 1998). Apés a edicdo, podem ser
comparadas com bancos de dados publicos e gratuitos (Ribossomal Database
Project II; GenBank do NCBI; Ez Taxon-e Database; SILVA rRNA Database)
contendo sequéncias previamente depositadas a fim de se identificar os individuos
presentes naquela amostra (THERON; CLOETE, 2000).

Curvas de rarefacdo podem ser construidas para estimar o aumento do
namero de UTOs (Unidades Taxondmicas Operacionais) em fungdo do namero de
clones sequenciados e inferir sobre a eficiéncia da amostragem. A estimativa da
riqueza de filotipos da comunidade microbiana de amostras ambientais pode ser
feita utilizando-se meétodos paramétricos e nao-paramétricos (BOHANNAN;
HUGHES, 2003; SHEN; CHAO; LIN, 2003).

Dentre os métodos nao-paramétricos mais utilizados estdo os estimadores de
riqueza baseado na frequéncia de UTOs raras como o estimador Jackknife (ZAHL,
1977), ACE (Abundance-based Coverage Estimator) (CHAO; MA; YANG, 1993) e
Chaol (CHAO, 1984; CHAO; MA; YANG, 1993) que permitem estimativas também
de acordo com o numero de sequéncias. As medidas nao-paramétricas de

diversidade, foram inicialmente propostas por Simpson (1949), que sugeriu que a
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diversidade é inversamente relatada pela probabilidade de que dois individuos
escolhidos ao acaso pertencem a mesma espécie. O indice de Shannon (H’)
(SHANNON; WEANER, 1949) também tem sido muito utilizado como medida de
diversidade e é considerada uma medida da incerteza de que duas sequéncias
pertencam a mesma UTO, de forma que quanto maior o valor de H’, maior € a
incerteza (KREBS, 1998).

3.7.2 Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism (T-RFLP)

Outra técnica molecular que tem sido muito utilizada € o Terminal Restriction
Fragment Length Polymorphism (T-RFLP), a qual permite um rapido “fingerprint” de
comunidades de microrganismos em amostras clinicas e ambientais. O T-RFLP é
uma ferramenta sensivel e apropriada para analisar as comunidades microbianas.
Baseia-se na amplificacdo de acidos nucléicos por Reacdo em Cadeira de
Polimerase (PCR, do inglés Polymerase Chain Reaction) e tem ganhado
popularidade por permitir comparar diferentes comunidades de microrganismos
derivadas de diferentes ambientes, por ser uma técnica rapida e de alta resolucéo
(CONN; FRANCO, 2004).

Essa técnica foi originalmente desenvolvida por Avaniss-Aghajani et al. (1996)
para a identificacdo de micobactérias em amostras clinicas. Liu et al. (1997) e
Clement et al. (1998) demonstraram o potencial da técnica para analisar variacdes
entre genes 16S amplificados de diferentes bactérias e obter informacdes sobre a
estrutura de comunidades microbianas. Comparando o método de T-RFLP com
DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis), para fins de analise de
comunidades complexas de planctons bacterianos marinhos. Moeseneder et al.
(1999) obtiveram resultados similares, porém o T-RFLP foi capaz de detectar um
maior numero de UTOs.

A andlise de T-RFLP determina o polimorfismo no comprimento dos
fragmentos de restricdo terminal de um produto de amplificacdo por PCR digerido
com enzimas de restricdo. O DNA total da amostra é extraido e o gene 16S do rRNA
bacteriano € amplificado por PCR, sendo um dos primers marcado com um
fluoréforo (5-carboxyfluorescein). Os amplicons sao entéo digeridos com enzimas de

restricdo e o comprimento dos fragmentos terminais marcados € determinado em
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sequenciador automatico. E um método muito sensivel na deteccdo das mudancas
na estrutura de comunidades bacterianas, além de possuir alta capacidade de
processamento, podendo analisar muitas amostras em pouco tempo. O T-RFLP néo
€ limitado apenas ao gene 16S rRNA, podendo ser usado como ferramenta para
rapida visualizacdo de diferencas entre comunidades baseando-se em qualquer
gene (THIES; HOLMES; VACHOT, 2001).

3.7.3 PCR quantitativo em tempo real (QPCR)

A quantificacdo de bactérias utilizando métodos dependentes de cultivo pode
ser tendenciosa pelo fato destas poderem ser cultivadas somente se as suas
demandas fisiol6gicas e metabdlicas puderem ser reproduzidas in vitro. Além disso,
0 tempo para a obtencdo dos resultados por essas técnicas pode torna-la
inadequada quando € necessaria uma resposta rapida (NADKARNI et al., 2002).

Essa quantificacdo, no entanto, também pode ser realizada por métodos
moleculares. Mais recentemente, a PCR quantitativa em tempo real (qPCR),
baseada na técnica PCR (Polymerase Chain Reaction), foi incorporada como mais
uma ferramenta a ser usada para os estudos de comunidades bacterianas
associadas as plantas (ANDREOTE; AZEVEDO; ARAUJO, 2009).

Utilizando-se de sondas marcadas ou amplicons contendo moléculas
fluorescentes, essa técnica permite 0 monitoramento do acumulo destes em tempo
real em uma PCR, permitindo o monitoramento e quantificacdo dos amplicons
presentes na amostra. Essa técnica permite ainda, analises quantitativas e
simultaneas de 2-3 genes, usando-se diferentes fluoréforos.

A técnica de qPCR tem sido comumente aplicada no estudo de amostras
clinicas (BASSLER et al., 1995; PAHL et al., 1999), fitopatégenos (OLIVEIRA et al.,
2002; DE BELLIS; SCHENA; CARIDDI, 2007) e bactérias e fungos endofiticos
(LACAVA et al., 2006; QUECINE et al., 2012; SCHILIRO et al., 2012). Muitos destes
estudos tiveram como objetivo o entendimento das respostas a inoculacdo de
bactérias e fungos endofiticos a fim de se demostrar seus beneficios e aplicacdes na

agricultura.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Micropropagacdao de Ananas comosus var. comosus e Aechmea

nudicaulis em meio liqguido sob agitacdo e estatico

Plantas in vitro de abacaxi [Ananas comosus (L.) Merr. var. comosus
Coppens & F. Leal], cultivares Imperial e Pérola, utilizadas neste experimento, foram
obtidas com a Dr? Fernanda Vidigal Duarte Souza da Embrapa Mandioca e
Fruticultura, Cruz das Almas, BA. As mesmas foram provenientes de gemas da
coroa e estavam no quinto subcultivo e meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG,
1962) semissoélido, acrescido de 30 g L' de sacarose, 0,02 mg L' de BAP
(6-benzilaminopurina) e 0,01 mg L de ANA (&cido alfa-naftaleno acético). Enquanto
as plantas in vitro de Aechmea nudicaulis Griseb foram obtidas no laboratério de
Biotecnologia Vegetal do CENA/USP sendo provenientes da germinacéo in vitro de
sementes e encontrando-se no quinto subcultivo. em meio de cultura MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) semissoélido, acrescido de 30 g L' de sacarose,
0,5 mg L* de BAP (6-benzilaminopurina).

Este experimento consistiu na comparacdo da multiplicacdo in vitro, dos
materiais acima descritos, sob meio de cultura liquido estético e sob agitacdo. Em
ambos os tratamentos, as plantas foram instaladas em frascos contendo 40 mL de
meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), acrescido de sacarose, BAP e
ANA, nas concentra¢cBes acima apresentadas e pH 5,8 e autoclavados a 121 °C por
20 minutos.

As culturas do tratamento em meio liquido sob agitacdo foram mantidas em
agitador orbital (Innova™ 2300-New Brunswick Scientific) a 90 rpm. Ambos os
tratamentos permaneceram em sala de crescimento a temperatura de 26 + 2 °C,
com fotoperiodo de 16 horas e intensidade luminosa de 40 pmol m=2 s,

Durante um periodo total de 105 dias, foram feitos dois subcultivos, aos 35 e
70 dias, realizados de maneira distinta para An. comosus var comosus e Ae.
nudicaulis. Para a primeira espécie, as plantas com tamanho suficiente (~1 cm
medido a partir da base até a folha mais expandida) eram cortadas ao meio, com
auxilio de bisturi, com o objetivo de se quebrar a dominancia apical e estimular a
formacdo de novos brotos, enquanto as plantas com tamanho reduzido (menor que

1 cm) eram apenas individualizadas. Para as culturas de Ae. nudicaulis, os
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agrupamentos de plantas eram cortados ao meio, pois as plantas apresentavam
tamanho reduzido. Apos a repicagem, o material vegetal obtido de cada frasco era
dividido em duas partes iguais e cada parte transferida para um frasco contendo
meio de cultura novo de mesma composicao que o utilizado na instalagéo.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro
repeticoes, sendo cada repeticdo composta por um frasco.

Para An. comosus var comosus, cada frasco foi instalado com 10 plantas
cada, em ambos os tratamentos. No caso de Ae. nudicaulis, devido ao seu habito de
crescimento in vitro formando agrupamentos de plantas de tamanho reduzido, ndo
foi possivel a individualizacdo das mesmas, utilizando-se 10 agrupamentos de
plantas em cada frasco. A massa média das plantas individualizadas ou dos
agrupamentos utilizados na instalacdo dos experimentos foi calculada pela pesagem
de cinco repeticdes de 10 plantas cada, no caso de An. comosus var comous,
‘Imperial’ e ‘Pérola’ e 7 repeticdes de 10 agrupamentos para Ae. nudicaulis. Os
valores assim estimados foram 0,899 1,069 e 0,99g, respectivamente.

Na ocasido da avaliagdo final (aos 105 dias) dos experimentos com An.
comosus var comosus, devido a desuniformidade das plantas geradas, as mesmas
foram quantificadas e classificadas por tamanho (0 a 2,5 cm; 2,5 a 5,0 cm e maior
gue 5,0 cm), medidas a partir da regido de insercao da raiz até a ponta da folha mais
expandida. Para Ae. nudicaulis, devido ao grande numero de agrupamentos de
plantas formados, o numero de plantas foi estimado. A estimativa foi feita
calculando-se a massa média de 10 repeticdes contendo 100 plantas cada.

Além do numero de plantas, foram avaliados, os pardmetros de massa fresca
e seca. Para isso, as plantas foram retiradas do frasco, depositadas sobre papel
toalha para a retirada do excesso de meio de cultura e pesadas em balanca
analitica, obtendo-se a massa de matéria fresca total. Em seguida, as plantas
provenientes de cada frasco foram acondicionadas em sacos de papel kraft e secas
em estufas dotadas de sistema de circulacédo de ar, a uma temperatura de 70 °C, por
72 horas ou até que as amostras atingissem massa constante. Posteriormente, o
material foi mantido em dessecador, contendo silica gel, para evitar a reidratacao da

amostra, e a sua massa seca foi registrada.



37

4.2  Micropropagacao de Vriesea hieroglyphica em diferentes sistemas de

cultivo

As plantas in vitro de Vriesea hieroglyphica E. Morren, mantidas em frascos
contendo meio de cultura ¥2 MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) semissolido,
encontravam-se no oitavo subcultivo e foram obtidas no laboratério de Biotecnologia
Vegetal do CENA/USP. Estas foram utilizadas na instalagdo de dois experimentos.
Sendo o primeiro comparando os tratamentos meio de cultura liquido estéatico e sob
agitacdo e o segundo meio de cultura liquido estatico e biorreator de imersao
temporaria (BIT).

Considerando-se que 0 meio de cultura sob agitacéo € visto como um sistema
intermediario entre o meio liquido estatico e o cultivo em BIT (TAKAYAMA; AKITA,
2006), inicialmente, instalou-se um experimento a fim de avaliar a resposta desta
espécie a um sistema com melhor aeracdo, meio liquido sob agitacdo, em relacéo
ao meio liquido estético. A partir dos resultados deste, considerou-se que a espécie
poderia, potencialmente, responder também ao sistema BIT, sendo entéo instalado o
experimento comparando o sistema BIT com o meio liquido estético.

No primeiro experimento, ambos os tratamentos foram instalados em frascos
contendo 40 mL de meio de cultura ¥2 MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), acrescido
de 30 g L'* sacarose e 2 mg L* BAP (6-benzylaminopurina), pH 5,8 e autoclavados a
121 °C por 20 minutos.

O tratamento em meio liquido sob agitacdo foi mantido em agitador orbital
(Innova™ 2300-New Brunswick Scientific) a 90 rpm. Ambos os tratamentos
permaneceram em sala de crescimento a temperatura de 26 + 2 °C, com fotoperiodo
de 16 horas e intensidade luminosa de 40 pmol m=2 s

Durante um periodo total de 105 dias, foram realizados dois subcultivos, aos
35 e 70 dias. Devido ao tamanho reduzido das plantas, os agrupamentos de plantas
formados eram separados ao meio. Apos a repicagem das plantas de cada frasco, o
material vegetal foi dividido em duas partes e cada parte transferida para um frasco
contendo meio de cultura novo de mesma composi¢ao que o utilizado na instalacao.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro
repeticbes, sendo cada repeticdo composta por um frasco e cada frasco com 13
plantas (massa média de 0,89 g). A massa média das mesmas foi estimada pela
contagem de sete repetices constituidas por 13 plantas cada.
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Na ocasido da avaliacdo final, aos 105 dias, devido ao grande namero de
agrupamentos de plantas formados, o numero de plantas foi estimado calculando-se
a massa media de 10 repeticdes contendo 100 plantas cada. Além do numero de
plantas, foram avaliados os parédmetros de massa fresca e seca, conforme descrito
no item 4.1.

Para 0 segundo experimento, comparando a micropropagacdo de
V. hieroglyphica sob os tratamentos BIT e meio liquido estéatico, foram utilizados
BITs constituidos por um conjunto de dois frascos com capacidade de 1 litro cada,
sendo que, o frasco onde as plantas permanecem, possui uma abertura superior de
7,5 cm, enquanto o que contém o meio de cultura tem 4 cm de diametro. Esses
frascos sé@o conectados através de mangueiras a um sistema de bomba
compressora e um timer que controla automaticamente as injecdes de ar
microfiltrado provocando a passagem do meio de cultura de um frasco para o outro,

permitindo a imerséo temporaria das plantas por periodos definidos (Figura 3).
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Figura 3 - Sistema de funcionamento de biorreator de imersdo temporaria utilizado para a
micropropagacédo de plantas (A-D) e frasco utilizado para o tratamento meio liquido estatico
(E). Sendo: momento de repouso (A); passagem do meio para o frasco com as plantas (B);
momento de imerséo (C); retorno do meio (D). A seta (1) indica o local de injecdo de ar e as
demais o sentido que 0 meio de cultura é impulsionado

O funcionamento do BIT pode ser assim descrito (Figura 3 A-D): 0 meio de
cultura permanece no frasco da direita e as plantas no da esquerda (A); o ar
microfiltrado (através de microfiltro 0,22 um) é injetado no frasco da direita (seta 1) e
0 meio € impulsionado através da mangueira para o frasco da esquerda (B); a
injecdo de ar cessa e 0 meio permanece no frasco da esquerda juntamente com as

plantas (C); o ar microfiltrado é injetado no frasco da esquerda (seta 1), e a pressao
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gerada faz com que o meio retorne ao frasco da direita (D). E assim sucessivamente
de acordo com o tempo e intervalo de imerséo definidos para o experimento.

O mesmo tipo de frasco, de capacidade de 1 litro e com boca larga, que
contém as plantas no BIT, foi utilizado para o cultivo das plantas sob o tratamento
meio liquido estatico (Figura 3 E).

Devido a intensa multiplicacdo observada nas plantas do primeiro
experimento e com 0 objetivo de aumentar a disponibilidade de nutrientes para as
plantas, alterou-se o meio de cultura para MS completo acrescido de 30 g L*
sacarose e 1 mg L de BAP. Para cada BIT foram vertidos 400 mL de meio de
cultura e 40 mL para cada frasco do tratamento liquido estético.

Foram estabelecidas 25 plantas de V. hieroglyphica em cada frasco de ambos
os tratamentos. Em um periodo de 105 dias de cultivo foram realizadas trés trocas
de meio (aos 25, 50 e 75 dias), sendo que as duas primeiras foram feitas com o
mesmo meio e volume utilizado na instalacdo. Na terceira troca utilizou-se 0 mesmo
meio, mas sem a adicdo de BAP, buscando-se um aumento no crescimento em
tamanho das plantas. As culturas foram mantidas em sala de crescimento a
temperatura de 26 + 2 °C, com fotoperiodo de 16 horas e intensidade luminosa de
40 umol m2 s1, O tempo de imersdo do tratamento BIT foi de cinco minutos a cada
hora.

Para o experimento comparando BIT e meio liquido estético, foram feitas
coletas para analises moleculares na ocasido da instalacdo (0 dias) e na avaliagdo
final (aos 105 dias). As coletas foram realizadas cortando-se, com auxilio de um
bisturi, a parte aérea (a 0,2 cm da sua base) de oito plantas representativas de cada
repeticdo. Para a remocéo do meio de cultura da superficie das amostras, procedeu-
se a lavagem das folhas coletadas em agua destilada autoclavada.

Para confirmar a auséncia de contaminagfes, para cada repeticdo, uma
aliquota de 500 pL da agua deionizada autoclavada, utilizada nesta lavagem, foi
plagueada em meio de cultivo TSA (Tryptic Soy Agar, Difco) e incubada a 28 °C por
sete dias. As amostras de plantas que ndo apresentaram crescimento bacteriano
diante desse teste, foram armazenadas em ultra-freezer (-80 °C) para posteriores
analises moleculares da comunidade bacteriana presente.

Na ocasido da coleta final também avaliaram-se os parametros de massa

fresca e seca, conforme descrito no item 4.1.
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4.3 Analise por T-RFLP da comunidade bacteriana de culturas in vitro de
Dyckia distachya

Devido as diferencas observadas em um experimento de micropropagacao
com Dyckia distachya Hassler conduzido pela mestranda Karina Salomé&o, também
orientada da Prof?. Adriana Pinheiro Martinelli, em paralelo aos experimentos
anteriores, decidiu-se utilizar parte dessas plantas para analises moleculares da
comunidade bacteriana. Outro fato que motivou a analise dessas plantas foi o
recente estabelecimento in vitro desta espécie.

Conforme metodologia descrita por Salomdo (2013), as sementes de
D. distachya foram germinadas em placas de Petri contendo meio de cultura %2 MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962), acrescido de 30 g L' de sacarose e 8 g L'! de 4gar e
pH a 5,8. Plantulas germinadas e cultivadas in vitro por 60 dias foram transferidas
para meio de multiplicacdo MS com adicdo de 30 g L de sacarose, 0,19 mg L't ANA
(acido naftalenoacético) e 0,43 mg L CIN (cinetina). Foram utilizados trés estados
fisicos de meio de cultura [semissolido com 0,8% de agar, liquido estatico e sob
agitacdo de 60 rpm em agitador orbital (Innova™ 2300-New Brunswick Scientific)].

Cada tratamento foi composto por seis repeticées, cada uma composta por
um frasco contendo cinco plantulas no primeiro subcultivo. No segundo subcultivo
foram consideradas seis repeticbes com dez plantulas e do terceiro ao quinto
subcultivo, 18 repetigcdes com dez plantulas. Os subcultivos foram realizados a cada
30 dias (SALOMAO, 2013). No quinto subcultivo foram extraidos os dados de
matéria fresca e matéria seca conforme descrito no item 4.1.

As amostras para analises moleculares do presente trabalho foram coletadas
na ocasidao do segundo subcultivo (120 dias in vitro). Com auxilio de um bisturi
coletou-se a parte aérea de 4 a 6 plantas representativas de cada frasco. Procedeu-
se a lavagem das folhas coletadas em agua destilada autoclavada. Para confirmar a
auséncia de contaminacfes, para cada repeticdo, uma aliquota de 500 pL da agua
deionizada autoclavada, utilizada nesta lavagem, foi plaqueada em meio de cultivo
TSA (Tryptic Soy Agar, Difco) e incubada a 28 °C por sete dias. As amostras de
plantas que ndo apresentaram crescimento bacteriano diante desse teste, foram
armazenadas em ultra-freezer (-80 °C) para posterior analise da comunidade

bacteriana por T-RFLP.
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Na ocasido da coleta de folhas para andlises moleculares foi possivel
observar que as plantas do tratamento liquido sob agitacdo eram maiores, tanto em
relacdo as do tratamento liquido estatico, como do semissolido, e visivelmente com
melhor multiplicagdo em relagcdo ao tratamento semissolido. Desta forma,
considerou-se que o material vegetal proveniente deste experimento foi interessante
para a avaliagdo da comunidade bacteriana. Uma melhor discusséo sobre os
resultados deste trabalho podem ser obtidos na dissertacdo de Saloméao (2013).

As amostras de folhas de D. distachya, coletadas do experimento acima
descrito, foram analisadas por T-RFLP conforme nos itens a seguir para a avaliacao

da comunidade bacteriana presente nas mesmas.

4.3.1 Extragcdo do DNA gendmico total

O DNA gendmico de cada repeticdo foi extraido em triplicata, a partir de
0,02 g de material vegetal macerado sob nitrogénio liquido, utilizando-se o kit Plant
DNAzol Reagent (Invitrogen) conforme as instru¢cées do fabricante, sendo ao final
ressuspendido em 14 pL de TE (Tris 1 M pH 8/ EDTA 0,5 M pH 8).

A qualidade da extracdo e integridade do DNA foi verificada em gel de
agarose 1% (p/v) em tampé&o TSB 1x (BRODY; KERN, 2004), corado com GelRed™
(Biotium) (1,5 pL 50 mL* de gel), carregado com 1uL do DNA adicionado de 1 pL de
tampéao de carregamento (0,025% de azul de bromofenol e 50% de glicose). Como
padrdo de tamanhos de banda de DNA utilizou-se Low DNA Mass ladder
(Invitrogen). Ap6s 30 minutos de eletroforese a 80 Volts, os géis foram observados
sob luz ultravioleta e registrados em transluminador L.PIX (Loccus Biotecnologia,
Séo Paulo — SP).

A quantificacdo do DNA extraido foi feita em espectrofotdmetro NanoDrop
ND-1000 (Thermo Scientific) e a partir do resultado deste, quando necessario, foi
realizada a diluicio do DNA em agua Mili-Q autoclavada para aproximadamente
50 ng pL™.
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4.3.2 Amplificacédo do gene 16S rRNA de bactéria

As condicdes assépticas nas quais as plantas em cultivo in vitro sdo mantidas
nos permite deduzir que a quantidade de microrganismos encontrada seria muito
pequena. Desta forma, seguindo a estratégia de Gonzalez, Portillo e Saiz-Jimenez
(2005), ap6s a extracao do DNA total, o gene 16S rRNA (~1500 pb) de todas as
amostras, foi pré-amplificado com os primers universais fD1 e rD1, e posteriormente
com os primers internos 799f e 1492r (~735 pb) (Tabela 1).
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Tabela 1 - Primers utilizados nas reacfes de PCR e programas no termociclador para a amplificacdo das sequéncias do gene 16S rRNA

Conjunto de primers e tamanho de

Primer* Sequéncia 5— 3’ fragmento Programa do termociclador Referéncia

D1 AAGGAGGTGATCCAGCC ~1500 pb 72°C2372°C10

799f AACMGGATTAGATACCCKG 799F/ 1492R** 95 °C 3’; 35 ciclos: 94 °C 207, 54 °C 407, Chelius e Triplett (2001)
1492r TACGGYTACCTTGTTACGACTT ~735pb 72°Cc40s72°Cr Heuer et al. (1997)

Nota *f: forward primer, r: reverse primer; *Nested-PCR: utilizaram-se como molde os produtos purificados resultantes da amplificacdo com o

conjunto rD1/fD1.
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Para cada amostra a reacdao foi feita em volume total de 50 pL, sendo 37,7 uL
agua Milli-Q autoclavada, 5 pL Buffer 10X PCR; 1,5 uL MgCl2 50 mM; 0,5 puL dNTP’s
10 mM; 2 pl primer fD1 e rD1 (5 pmoles); 30 a 50 ng de DNA extraido; 0,3 pL Taq
DNA Polymerase 5U pL?. A reagdo foi feita em termociclador (GeneAMP PCR
System 9700 — Applied Biosystems) nas condi¢cdes descritas na Tabela 1.

A amplificacdo do fragmento de interesse (~1500 pb) foi em seguida
verificada em gel de agarose 1% (p/v) preparado conforme descrito no item 4.3.1, e
carregado com 1 pL do produto da PCR. Posteriormente os produtos da PCR foram
purificados com o Kit lllustra™ GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE
Healthcare, Buckinghamshire, UK), de acordo com as instrucbes do fabricante,
sendo ao final ressuspendida em 40 pL do Elution Buffer Type 4.

Para evitar a amplificacdo de DNA mitocondrial e cloroplastidial da planta
juntamente com o DNA bacteriano, em seguida foi realizada Nested-PCR em um
volume total de 50 pL contendo 35,2 uL agua Milli-Q autoclavada, 5 pL Buffer 10X
PCR; 2,5 uL MgCl2 50 mM; 0,5 pL dNTP’s 10 mM; 0,5 puL BSA (Bovine Serum
Albumin) 100x; 2 puL dos primers 799f (CHELIUS; TRIPLETT, 2001) marcado com
6-carboxyfluorescein (6-FAM) na extremidade 5 e 1492r (HEUER et al., 1997)
(Tabela 1) (5 pmoles); 0,3 uL Tag DNA Polymerase 5U plt; 2 puL do produto da
reagcdo de PCR com os primers fD1 e rD1 purificado. A reagédo foi feita em
termociclador (GeneAMP PCR System 9700 — Applied Biosystems) nas condi¢des
apresentadas na Tabela 1. A amplificacdo do fragmento gerado (~735 pb) foi em
seguida verificada em gel de agarose 1% (p/v) preparado conforme descrito no item

4.3.1 e carregado com 1 pL do produto da PCR.

4.3.3 Separacao dos fragmentos de interesse por eletroforese

Apés a Nested-PCR e a checagem de que o fragmento de interesse
(=735 pb) havia sido gerado, todo o restante do produto (49 uL), adicionado de 5 pL
de tampéao de carregamento (0,025% de azul de bromofenol e 50% de glicose), foi
carregado em gel de agarose 0,8% (p/v) em tampdo de corrida TSB (BRODY;
KERN, 2004) corado com GelRed™ (Biotium) (1,5 pL 50 mL de gel). Como padréo
de tamanho de DNA foi utilizado Low DNA Mass Ladder (Life Technologies). A
eletroforese foi realizada a 80 Volts por um periodo de 4 a 5 horas para ocorrer a
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separacdo das bandas. Durante a eletroforese a cuba foi protegida com papel
aluminizado a fim de reduzir a exposicao a luz e a degradacéo da fluorescéncia do
primer marcado.

Apoés a eletroforese, a banda correspondente aos microrganismos endofiticos
(~735 pb) foi cortada do gel com auxilio de bisturi e purificada com o Kit Illustra™
GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK),
de acordo com as instru¢gdes do fabricante, sendo ao final ressuspendida em 20 pL
do tampéao Elution Buffer Type 4, dos quais, 3 pL foram utilizados para a checagem
em gel de agarose 1% (p/v), conforme descrito no item 4.3.1 para a checagem de
gue a banda cortada era a correta. O produto foi armazenado em freezer -20 °C para

posteriores andlises moleculares.

4.3.4 Digestdo com enzimas de restricao e precipitacéo

O DNA utilizado para a digestao foi o fragmento de aproximadamente 735 pb
amplificado na Nested-PCR (primers 799f FAM e 1492r) e recuperado do gel de
agarose 0,8% (p/v) apos a eletroforese. Cada repeticdo dos experimentos de
micropropagacao teve as analises de T-RFLP realizadas em triplicata.

As reacoes de digestao foram feitas em mix contendo 0,06 pL da enzima de
restricdo (10 U pLt) (Mspl e Hhal); 1,5 uL de tampéo especifico de cada enzima; 5
pL de produto de PCR purificado e agua Mili-Q autoclavada completando um volume
final de 15 pL. As digestbes com as enzimas Mspl e Hhal foram feitas e analisadas
separadamente. A digestao foi realizada em termociclador (GeneAMP PCR System
9700 — Applied Biosystems) nas seguintes condi¢des: 37 °C por 3 horas e 68 °C por
10 min para a inativagdo da enzima. As enzimas de restricdo utilizadas e suas

respectivas solucdes tampéo constam na Tabela 2.

Tabela 2 - Enzimas de restricdo utilizadas para a digestdo dos fragmentos de DNA em
Dyckia distachya

Enzima Sitio de Corte Tampéo Fabricante

Mspl C_CGG Buffer tango with BSA Fermentas
Hhal GCG_C Buffer tango with BSA Fermentas
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Apés a digestdo, as amostras foram precipitadas adicionando-se 2 pL do
tampdo acetato de sodio/ EDTA e 60 pL de etanol (100%), centrifugou-se a
4.000 rpm, por 45 minutos, a 20 °C. Descartou-se o sobrenadante por inversao da
placa e adicionaram-se 150 pyL de etanol (70%), centrifugou-se a 4.000 rpm por
45 minutos, a 20 °C. O sobrenadante foi descartado por inversdo da placa e o

precipitado seco em estufa, a 50 °C por 8 minutos.

4.3.5 Analise do Polimorfismo dos Fragmentos Terminais de Restricdo (T-
RFLP)

Os produtos de digestao precipitados foram ressuspendidos em 9,75 puL
Formamida Hi-Di e 0,25 pL do padrdo de comprimento GeneScan™ 500 ROX™
Size Standard (Life Technologies) para realizacdo da analise de fragmentos no
sequenciador ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Life Technologies). Antes do
carregamento, as amostras foram desnaturadas por 5 minutos, a 95 °C, e resfriadas
em gelo por 4 minutos. A determinacdo do comprimento dos fragmentos terminais
de restricdo (T-RFs) foi feita através do software GeneMapper® 3.0 (Life
Technologies), com base na comparac¢do com o padrao. Os dados foram exportados

para uma planilha eletrénica (Excel, Microsoft).

4.3.6 Processamento dos dados de T-RFLP

Apés a realizacdo da analise de T-RFLP no sequenciador automatico (ABI
PRISM 3100 Genetic Analyzer — Life Technologies), os dados obtidos foram
primeiramente analisados com o programa GeneMapper® 3.0 (Life Technologies),
sendo verificados visualmente para conferéncia da qualidade das corridas.

Uma unidade base limite de 50 unidades de fluorescéncia foi usada para
discriminar os “picos verdadeiros” dos ruidos do background e T-RFs maiores que
800 pares de base e menores que 50 foram eliminados de todos os dados
(CULMAN et al., 2008).

Os dados de altura dos picos (unidades de fluorescéncia) foram
transformados em dados relativos, onde os valores absolutos, referentes a

intensidade dos picos no eletroferograma, e correspondentes aos comprimentos dos
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fragmentos, foram apresentados na forma de valores percentuais de deteccéo. Essa
transformacao dos dados foi calculada dividindo-se cada valor de tamanho de pico
pelo valor total dos picos de uma amostra. Isso é analogo a transformar cada altura
de pico em dados de porcentagem, em relacéo ao total de valores de altura de pico
em uma amostra (CULMAN et al., 2008).

Essa matriz de dados foi utilizada para célculos de indice de diversidade de
Shannon de cada amostra para cada enzima utilizando-se o programa Primer 6
(Playmouth Marine Laboratory, Primer E, Reino Unido), e a analise de comparacgéo
de médias pelo Teste de Tukey (p<0,05). Também com os dados normalizados e no
programa Primer 6, a avaliacdo dos T-RFs obtidos do T-RFLP foi realizada pela
andlise em escala multidimensional (multidimensional scaling, MDS), utilizando o
coeficiente de similaridade de Bray-Curtis (BRAY; CURTIS, 1957).

4.4  Micropropagacao de cana-de-acucar em BIT e em meio liquido estatico e

analise da comunidade bacteriana

As plantas in vitro de cana-de-agucar (Saccharum spp., variedade
SP80-3280), em fase de multiplicacao, utilizadas neste experimento, foram cedidas
pelo Prof. Dr. Lee Tseng Sheng Gerald, UFSCAR, Araras, SP e estavam em fase de
multiplicacdo em meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) liquido acrescido de
20 g Lt sacarose, 0,2 g L't BAP (6-benzilaminopurina) e 0,1 g L cinetina.

Para a obtencdo de material suficiente para a instalacdo do experimento, foi
realizada a multiplicacdo das plantas em frascos contendo 20 mL do mesmo meio no
gual as mesmas estavam mantidas e com pH 5,8 e autoclavados a 121 °C por
20 minutos. Os subcultivos foram realizados a cada 15 dias, removendo-se o
excesso de folhas e dividindo-se as plantas contidas em cada frasco em dois e
transferindo cada metade para um frasco novo contento meio de cultura fresco. As
culturas foram mantidas em sala de crescimento a temperatura de 26 + 2 °C, com
fotoperiodo de 16 horas e intensidade luminosa de 40 pmol m?2 s,

Para a instalacdo do experimento comparando a micropropagacao de cana-
de-aclcar em sistema de biorreator de imerséo temporaria (BIT) e meio de cultura
liquido estético, foram utilizados os mesmos sistemas descritos no item 4.2 para o

experimento com Vriesea hieroglyphica. O meio de cultura utilizado foi o MS
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acrescido de 20 g L™* de sacarose e 0,5 mg L™ de BAP e pH 5,8, o volume vertido
em cada BIT foi de 500 mL e em cada frasco do tratamento estatico 50 mL, sendo
em seguida autoclavados a 121 °C por 20 minutos.

Cada frasco, tanto do tratamento BIT como no estatico, foi estabelecido com
14 plantas de cana-de-aclUcar, com massa fresca média (1,92 g), estimada pela
pesagem de 7 repeticdes de 20 plantas cada. Em um periodo total de 45 dias de
cultivo foram realizadas duas trocas de meio (aos 19 e 34 dias) sem que as plantas
fossem repicadas. A primeira troca foi feita com o0 mesmo meio de cultura e volume
utilizado na instalacdo e na segunda utilizou-se 0 mesmo meio de cultura, mas sem
a adicdo de BAP, sendo o volume foi aumentado para 600 mL no tratamento BIT e
60 mL no estético.

As culturas foram mantidas em sala de crescimento a temperatura de
26 + 2 °C, com fotoperiodo de 16 horas e intensidade luminosa de 40 pmol m? s™*. O
intervalo entre as imersdes foi de uma hora e o tempo de imersao de cinco minutos.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com cinco
repeticbes para cada tratamento, sendo cada repeticdo composta por um BIT, ou um
frasco.

Neste experimento foram realizadas coletas destinadas as analises
moleculares: T-RFLP, construcdo de bibliotecas de clone do gene 16S rRNA e PCR
guantitativo em tempo real. Com este objetivo, foram amostradas folhas de 5 a
8 plantas (aproximadamente 1,5 g) representativas de cada repeticdo no momento
da instalagéo do experimento e na avaliacdo final (ap0os 45 dias de cultivo).

Para a remocdo do meio de cultura da superficie do material coletado,
procedeu-se a lavagem das folhas coletadas em agua destilada autoclavada. Para
confirmar a auséncia de contaminacdes, para cada repeticdo, uma aliquota de
500 pyL da agua deionizada autoclavada, utilizada nesta lavagem, foi plaqueada em
meio de cultivo TSA (Tryptic Soy Agar, Difco) e incubada a 28 °C por sete dias. As
amostras que nao apresentaram crescimento bacteriano diante desse teste, foram
armazenadas em ultra-freezer (-80 °C) para posteriores andlises moleculares da
comunidade bacteriana.

Ao final do experimento avaliaram-se o0 numero de plantas maiores que
1,5 cm e a massa fresca e seca conforme descrito no item 4.1.

Para permitir a analise de variancia, os dados de massa fresca e seca foram

transformados (1/Vx). Enquanto para os dados de nimero de plantas maiores que
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1,5 cm, foi realizado o ajuste do modelo binomial negativo e a adequacao deste
modelo verificada pela analise dos residuos, utilizando-se o grafico semi-normal de

probabilidade com envelope de simulagéo.

4.4.1 Analises por microscopia de luz

Com o objetivo de avaliar as caracteristicas morfoanatébmicas das folhas em
ambos os tratamentos e observar se existe diferengca anatdomica entre as folhas de
cana-de-agucar sob os tratamentos BIT e meio liquido estético, amostraram-se as
cinco repeticdes tanto do tratamento BIT, como tratamento liquido estatico. De cada
repeticdo selecionaram-se trés plantas representativas e de cada uma delas
retiraram-se, trés segmentos da parte mediana de uma folha expandida, totalizando
45 segmentos de folha para cada tratamento.

Os tecidos foliares amostrados foram fixados em solucdo de Karnovsky
(1965) modificada [(glutaraldeido (2%), paraformaldeido (2%), CaCl2 (0,001 M), em
tampéo cacodilato de sodio 0,05 M pH 7,2)] por 48 horas, a 4 °C. Posteriormente
foram desidratados em série etilica (35% a 100%). A infiltracao foi feita lentamente
em etanol: meio de infiltragdo (Historesina, Leica). As amostras foram emblocadas
em kit de historesina, segundo recomendacao do fabricante. Os cortes histolégicos
(5 um de espessura) foram obtidos em ultramicrotmo RM 2155 (Leica, Alemanha) e
corados com fucsina acida (1% em &gua), seguido de azul de toluidina (0,05%)
(FEDER; O'BRIEN, 1968). Os cortes histolégicos foram cobertos com Entelan® e
laminula, sendo posteriormente analisados ao microscopio Leica LMD CTR 6500,
onde as imagens foram digitalizadas.

A partir das imagens obtidas elegeram-se sete imagens que eram
representativas do tratamento em questdo e as mesmas foram utilizadas na
avaliacdo da espessura da folha. Utilizando-se o programa ImageJ (RASBAND,
2012), foram realizadas trés medidas em regides de feixes vasculares, de forma que

foram totalizadas 21 medi¢Oes para cada tratamento.
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4.4.2 Analises por microscopia eletronica de varredura

Para visualizacdo da colonizacdo por bactérias endofiticas nas plantas de
cana-de-acUcar provenientes dos experimentos BIT e meio de cultura liquido
estatico, amostraram-se cinco repeticdes. De cada repeticdo selecionaram-se trés
plantas representativas e de cada uma das plantas retiraram-se, com auxilio de uma
lamina, dois segmentos da parte mediana de uma folha expandida, totalizando
30 segmentos de folhas para cada tratamento.

Conforme o método de Tanaka e Nagaya (1980), adaptado por Kitajima e
Leite (1999), as amostras foram fixadas em solugcdo Karnovsky (1965) modificado
[(glutaraldeido (2%), paraformaldeido (2%), CaCl2 (0,001 M em tampdéo cacodilato
0,05 M; pH 7,2)] por 12 horas, a 4 °C, e substituidas por glicerol (30%), durante
30 minutos. Apds o resfriamento das amostras em nitrogénio liquido, as mesmas
foram induzidas a clivagem com auxilio de um bisturi. Pequenas porc¢des dos tecidos
assim criofraturadas foram transferidas para tubos eppendorf (1,5 mL) contendo
solucéo de tetréxido de 6smio (1%) onde permaneceram por 2 horas. Seguiram-se
trés lavagens em 4gua e desidratacdo seriada em acetona 25; 50; 75% (por
5 minutos em cada solugéo), 90% (2 vezes de 10 minutos) e 100% (3 vezes,
20 minutos cada). Em seguida, as amostras foram secas ao ponto critico (Balzers
CPD 030) sob CO:2 liquido e montadas em suportes metalicos, metalizadas com
ouro durante 180 segundos em metalizador (MED 010 Balzers) e observadas ao
microscépio eletrbnico de varredura (Zeiss Leo-435 VP), a 20 KV, no qual
micrografias digitalizadas foram obtidas. A secagem ao ponto critico, metalizacéo e

observacdo ao microscopio eletrénico foram feitas no NAP/MEPA, ESALQ/USP.

4.4.3 Analise por T-RFLP da comunidade bacteriana de culturas in vitro de

cana-de-agucar

As amostras coletadas do experimento de cana-de-acucar em BIT e meio de
cultura liquido estatico foram analisadas por T-RFLP utilizando-se a metodologia
descrita no item 4.3. Tendo sido alterado apenas o tampéao utilizado na eletroforese
(item 4.3.3) para TAE (10 mM de Tris-acetato e 0,5 mM de EDTA, pH 8,0).
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4.4.4 Construcao de biblioteca de clones com amostras de culturas in vitro de

cana-de-agucar

Para o experimento comparando os tratamentos BIT e meio de cultura liquido
estatico em culturas de cana-de-agucar foram construidas trés bibliotecas de clones
do gene 16S rRNA (Figura 4). A primeira foi realizada com as amostras coletadas no
dia de instalagdo do experimento e as outras duas com amostras de folhas
coletadas de cada tratamento ao final do experimento. O objetivo foi avaliar se
houve alteracdo na comunidade durante o periodo de cultivo in vitro em questéao e
se havia diferenca entre a comunidade do tratamento BIT, o qual apresentou melhor
desempenho nos parametros producdo de mudas, massa fresca, massa seca, em

relagdo ao tratamento meio de cultura liquido estético.
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Figura 4 - Esquema dos pontos de escolha para a construgcdo das bibliotecas de clones do
gene 16S rRNA de Bacteria para o experimento de cana-de-aglcar comparando 0S
tratamentos biorreator de imersdo temporaria e meio liquido estatico. As bibliotecas
construidas se referem a: folhas coletadas na data de instalacdo do experimento e folhas
coletadas ao final do experimento de ambos os tratamentos

Para a obtencdo dos fragmentos de DNA utilizados na construcdo das
bibliotecas, foram realizadas as extragcdes de DNA das amostras (conforme descrito
no item 4.3.1), a pré-amplificacdo do gene 16S rRNA com os primers fD1 e rD1 e
posteriormente com os primers internos 799f e 1492r (confrome descrito no item
4.3.2) e a separagdo dos fragmentos de interesse por eletroforese (confrome item
4.3.3) em tampéao TAE (10 mM de Tris-acetato e 0,5 mM de EDTA, pH 8,0).
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o Clonagem dos fragmentos do gene 16S rRNA

ApoOs a separacao por eletroforese, corte e purificacdo da banda referente aos
microrganismos presentes nas folhas de cana-de-acucar este produto foi clonado
em vetor pGEM-T Easy, de acordo com as instrucdes do fabricante do Kit pGEM®-T
Easy Vector System | (Promega). A reacao de ligacao foi realizada utilizando 1 pL
T4 DNA Ligase (3U/ul); 5 uL tampéo T4 Ligase 1X; aproximadamente 33 ng DNA
proveniente da banda cortada do gel de agarose purificada; e 1 yuL (50 ng) vetor
pGEM-T Easy Vector (Promega). A reacao de ligacdo foi incubada a 4 °C, overnight,

para maxima eficiéncia de ligagao.

o Transformacédo de Escherichia coli

No dia seguinte a reacéo de ligacéo, 5 yuL da solugcédo contendo os fragmentos
clonados foram adicionados a 20 pL de tampéao de transformacdo (1 mL KCM 10x,
1,5 mL PEG 10% e 7,5 mL de agua). Em seguida adicionou-se cuidadosamente a
solucédo de ligacdo adicionada de tampao de transformac&o, 100 pL de células
competentes de Escherichia coli DH5a e a mistura foi mantida em gelo por
30 minutos e em seguida em temperatura ambiente por mais 10 minutos. Foram
adicionados 400 pL de meio LB liquido, mantido a temperatura ambiente, e as
células foram ent&o incubadas por 90 minutos, a 37 °C, sob agitagéo de 250 rpm.

As células competentes transformadas foram plaqueadas em cinco placas de
Petri (100 pL placa?) contendo meio LB sélido, acrescido de ampicilina, X-Gal e
IPTG (todos em concentracdo final de 100 pg mL?) e incubadas em estufa a 37 °C,
por 16 horas. Apos este periodo, as placas foram armazenadas a 4 °C para facilitar

a visualizacéo e a selecado das coldnias azuis/ brancas.

J Selecédo dos clones e PCR de inserto

As colbnias bacterianas contendo o inserto, e que por isso adquiriram
colorac@o branca, foram coletadas com o auxilio de palitos estéreis e transferidas
para microplaca de 96 pocos, contendo 50 pL de TE (Tris 10 mM pH 8; EDTA 1 mM
pH 8). Para a extracdo do DNA das células em suspenséo, a placa foi submetida a

95 °C, por 10 minutos em termociclador.
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Para as reacdes de amplificacdo da regido do vetor contendo o
inserto do gene 16S rRNA de endofitcos, foram utilizados os primers
M13f (5 GCCAGGGTTTTCCCAGTCACG 3’) e M13r
(5 GAGCGGATAACAATTTCACACAGG 3’) (HUEY; HALL, 1989). As reactes foram
realizadas em mix contendo: 2,5 pL tampéao para PCR 10X; 0,75 uL MgClz; 0,25 uL
dNTP 10 mM; 0,2 pL de Platinum® Taq Polimerase 5U (Invitrogem); 1 puL de cada
primer (5 pmoles); 1 yuL da amostra de DNA extraido das colbnias; e agua Mili-Q
autoclavada completando volume final de 25 pL. As reagdes de amplificagdo foram
realizadas em termociclador (GeneAMP PCR System 9700 — Applied Biosystems)
nas seguintes condicdes: desnaturacéo inicial a 95 °C, por 5 minutos, seguido de
30 ciclos a 95 °C, por 30 segundos; 52 °C, por 30 segundos; 72 °C, por 1 minuto e
uma extensao final a 72 °C, por 10 minutos. O resultado desta amplificacdo foi
visualizado em gel de agarose 1% (p/v) em tampdo TSB (BRODY; KERN, 2004)
com 1,5 pL do produto usando como padrédo 1 pL de 100pb Ladder (Invitrogen
Technology).

Verificada a amplificagdo, os produtos de PCR foram purificados adicionando-
se ao produto de PCR, trés partes de isopropanol (100%) e uma parte de agua Mili-
Q autoclavada. A mistura foi agitada levemente em vortex e incubada a -20 °C
overnight. Apos este tempo de incubacao, centrifugou-se a mistura a 4000 rpm por
90 minutos a 20 °C e ao final com desaceleracdo de 30 em 30 rpm (Centrifuga
modelo 5804R, Eppendorf). O sobrenadante foi removido por inversdo, a placa
invertida foi submetida a um pulso em centrifuga sobre papel absorvente. Foram
adicionados 150 pL de etanol (70%) e centrifugado a 4.000 rpm por 90 minutos. O
sobrenadante foi removido por inverséo e a placa invertida foi submetida a um pulso
em centrifuga sobre papel absorvente. As amostras foram secas em estufa a 50 °C
por 8 minutos e ressuspendidas em 20 pL de agua esterilizada e armazenadas em

freezer a -20 °C, até o proximo passo.

. PCR de sequenciamento e precipitacéo

Confirmada a amplificacdo do inserto, foi realizada a reacdo de PCR de
sequenciamento em microplaca 96 pocos, em mix contendo 2 pL tampao para PCR
2,5X; 1 yuL Produto da PCR purificado; 1 puL primer M13F; 2 uL BigDye Terminator
v3.1 Cycle Sequencing kit (Life Technologies) e agua Mili-Q autoclavada
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completando volume final de 10 pL. A reacdo de sequenciamento foi realizada em
termociclador (GeneAMP PCR System 9700 — Applied Biosystems) nas seguintes
condi¢des: desnaturagéo inicial a 96 °C, por 1 minuto; seguido de 25 ciclos a 96 °C,
por 10 segundos; 52 °C, por 30 segundos; e extensdo a 60 °C, por 1 minuto.

Apés a reacdo de sequenciamento, as amostras foram precipitadas pela
adicdo de 2 pL de acetato de sédio EDTA e 60 uL de etanol (100%) em cada poco
da placa, homogeneizando-se a mistura 5 vezes com a prépria ponteira. O material
foi centrifugado a 4.000 rpm, por 45 minutos a 20 °C. O sobrenadante foi removido
por inversdo sobre papel absorvente. Foram adicionados 150 pL de etanol (70%)
(diluido em agua Mili-Q autoclavada imediatamente antes do uso), centrifugado a
4.000 rpm, por 45 minutos a 20° C. O sobrenadante foi removido por inversao e a
placa seca em estufa a 50 °C, por 8 minutos.

As amostras foram ressuspendidas em 10 pL de Formamida Hi-Di (Life
Technologies) e o sequenciamento dos clones foi realizado no sequenciador capilar
automético ABI PRISM 3100 Genetic Analyser (Life Technologies).

o Analise das sequéncias

As sequéncias brutas geradas foram analisadas no site RDP - Ribossomal
Database Project, versdo 10, update 31 (https://rdp.cme.msu.edu) (COLE et al.,
2009), na ferramenta Pipeline para a remocéo de vetor, e edicdo sequéncias. Os
parametros de exigéncia foram: qualidade de bases por PHRED, Q > 20, maximo de
um erro a cada 100 bases lidas (EWING; GREEN, 1998) e tamanho minimo da
sequéncia de 400 pb. As sequéncias consideradas boas foram analisadas quanto a
taxonomia pela ferramenta Classifier (Ribosomal Database Project, release 10,
update 31), bem como no NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) na ferramenta
Nucleotide blast. As mesmas sequéncias foram alinhadas no programa MEGAS
(TAMURA et al.,, 2011) e as curvas de rarefacdo foram geradas no programa
MOTHUR v.1.23.1 (SCHLOSS et al., 2009) estabelecendo-se um cut-off de 97% de
similaridade. As sequéncias representativas das Unidades Taxondmicas
Operacionais (UTOs) identificadas foram inseridas na ferramenta Nucleotide blast no
NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov) para a busca de sequéncias de referéncia

depositadas no banco de dados.
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Utilizando-se o programa MOTHUR, foram gerados os indices de diversidade
de Shannon e Simpson e o0s estimadores de rigueza ndo-parameétricos ACE
(Abundance-based Coverage Estimator), Chaol e Jackknife. O estimador de riqueza
Chaol é baseado em singletons (espécie com somente um individuo) e doubletons
(espécies com dois individuos), ACE é baseado na distribuicdo de espécies
abundantes (>10) e raras (HUGHES et al., 2001). Foi feita, ainda, a analise |-Libshuff
(SCHLOSS; LARGET; HANDELSMAN, 2004), integrada na plataforma MOTHUR,
para determinar se houve diferenca estatisticamente significativa na composi¢cao da
comunidade bacteriana entre as bibliotecas analisadas.

. Construcdes filogenéticas

Para os agrupamentos filogenéticos, as sequéncias representativas das
UTOs das trés bibliotecas foram alinhadas no programa MEGA 5 (TAMURA et al.,
2011) com as sequéncias de referéncia encontradas no NCBI, construindo-se a
arvore filogenética usando-se o método Neighbor-Joining (SAITOU; NEI, 1987).
baseado nas distancias determinadas pelo método Maximum Composite Likelihood
(TAMURA; NEI; KUMAR, 2004). O grau de confiabilidade da arvore foi avaliado pelo
teste probabilistico bootstrap (SITNIKOVA; RZHETSKY; NEI, 1995) originado a partir
de 1000 repeticoes.

4.4.5 PCR quantitativo em tempo real para o gene 16S rRNA de Bacteria

Anadlises de PCR quantitativo tiveram como objetivo quantificar o nimero de
copias do gene 16S rRNA de Bacteria presente nas amostras de folhas de cana-de-
acucar coletadas no momento da instalagéo do experimento e aos 45 dias de cultivo
in vitro sob os tratamentos em biorreator de imersdo temporaria e meio de cultura
liquido estatico.

As amplificacbes de cada repeticdo do experimento de micropropagacao,
bem como da curva padrao, foram feitas triplicatas (réplicas técnicas). Como padréo
para comparacdes, foi utilizado o gene ribossomal 16S rRNA. As reacdes foram
feitas no equipamento StepOnePlus™ Real-Time PCR Systems (Life Technologies),
utizando o sistema SYBR® Green-Based RT-PCR Reagents Kit (Life Technologies).
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A reacdo de amplificacdo do gene 16S rRNA foi realizada com os primers
universais para o dominio Bacteria: U968F e R1387 (Tabela 3), os quais geram um
fragmento de ~400 pb. Os valores de Ct (Cycle threshold) foram utilizados como
normalizadores para determinar a quantidade de DNA passivel de amplificacdo em
cada uma das amostras. Tais valores refletem o numero de ciclos que a
fluorescéncia gerou dentro do limite de uma curva padrao. O valor atribuido a um Ct
mostra 0 ponto no qual um numero suficiente de amplicons foi acumulado

significativamente acima da linha de base durante a reagéo.

Tabela 3 - Primers utilizados nas reacdes de PCR quantitativo em tempo real na
amplificacdo parcial do genel6S rRNA bacteriano

Primer Sequéncia5—» 3 Fragmento (pb) Referéncia

U968F  AACGCGAAGAACCTTAC
~ 400 Heuer et al. (1997)

R1387 CGGTGTGTACAAGGCCCGGAACG

As reacdes de gPCR foram realizadas em volume total de 10 puL contendo
5 uL de SYBR® Green-Based RT-PCR Reagents Kit (Life Technologies), 2,5 uM de
cada primer (U968F e R1387) e ~100 ng de DNA. A amplificacdo do gene foi
realizada com um ciclo de desnaturacéo inicial de 94 °C por 10 minutos, seguido de
40 ciclos de amplificacdo de 94 °C por 30 segundos, 56 °C por 30 segundos e 72 °C
por 40 segundos e ao final da reagdo foi incluida uma curva de melting nas
seguintes condigdes: 95 °C por 15 segundos, 56 °C por 1 minuto e a temperatura foi
elevada até 95 °C por 15 segundos, com leitura de dados a cada 0,7 °C. Diluicbes
de um clone obtido a partir de uma biblioteca contendo o gene 16S rRNA foram
utilizadas para a obtencao da curva padrao. Os plasmideos foram quantificados em
um espectrofotébmetro (190 a 840 nm — NanoDrop® ND-1000) e diluidos para
construir uma curva padrdo de 10° a 108 cépias do gene pL™.

Para verificar se houve diferenca entre o numero de cépias do gene 16S
rRNA de Bacteria encontrado em cada tratamento foi realizada a analise da
variancia, com nivel de significancia de (p<0,05), utilizando-se o programa estatistico
SAS Institute Inc. (SAS, 2004).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Micropropagacdo de Ananas comosus var comosus e Aechmea

nudicaulis em meio liqguido sob agitacdo e estatico

Nos experimentos com Ananas comosus var. comosus (‘Imperial’ e ‘Pérola’),
as culturas apresentaram multiplicacéo eficiente de plantulas e boas caracteristicas
em ambos os tratamentos, liquido estatico e liquido sob agitacdo (Figuras 5A-B). As
culturas de Ae. nudicaulis visivelmente apresentam grande taxa de multiplicacao de

plantulas, ficando o frasco, em ambos os tratamentos, com toda a base preenchida

por plantas em cada subcultivo (Figura 5C).

Figura 5 - Micropropagacéo de bromelidceas em meio de cultura liquido sob agitagédo (Ag) e
liquido estético (Es) aos 105 dias de cultivo. Ananas comosus var comosus ‘Imperial* (A),
‘Pérola’ (B) e Aechmea nudicaulis (C)

De acordo com a andlise de variancia, houve diferenca significativa (p<0,05)
nos parametros avaliados apenas na cultuvar Pérola, sendo o tratamento liquido
estatico superior, produzindo 65,8 + 1,7 g de massa fresca, 5,1 + 0,1 g de massa

seca e 129,5 + 24,8 numero de plantas (Figuras 6B).
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Figura 6 - Micropropagagédo de Ananas comosus var comosus ‘Imperial’ (A), ‘Pérola’ (B) e
Aechmea nudicaulis (C) sob diferentes estados fisicos do meio de cultura. Barras
representam médias (+ erro padrdo) aos 105 dias cultivo. Apenas os fatores do experimento
com ‘Pérola’ diferiram estatisticamente (*) (p<0.05).

Em relacdo ao tamanho de plantas de An. comosus var. comosus observados
nos dois tratamentos, tanto ‘Imperial’, como ‘Pérola’, o tratamento que apresentou o
maior niumero de plantas maiores que 5 cm foi meio de cultura liquido o estético,
com 52% e 68%, respectivamente. Em meio liquido estatico ambas as cultivares
apresentaram menor porcentagem de plantas menores que 2,5 cm em relagdo ao
tratamento meio liquido sob agitacédo, com 11% em ‘Imperial’ e 7% em ‘Pérola’
(Figura 7).

7%
18% 11% 11%
A B C D

0a25cm [ 25a50cm ] >5.0cm

Figura 7 - DistribuicAo do numero total de plantas de Ananas comosus var. cOmosus
‘Imperial’ (A, B) e ‘Pérola’ (C, D) em trés classes de tamanho aos 105 dias de cultivo in vitro
em meio de cultura liquido sob agitacdo (A, C) e estatico (B, D)

Ao longo de todo o cultivo de Ae. nudicaulis, ndo se observaram diferencas
na multiplicagdo e no tamanho das plantas produzidas entre os dois tratamentos,
liquido estético e sob agitacdo. Essa tendéncia se manteve até a avaliacdo final do
experimento (aos 105 dias de cultivo), quando a analise de variancia ndo detectou
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diferencas significativas (p<0,05) entre os tratamentos para nenhum dos parametros
avaliados: massa fresca, massa seca e numero de plantas (Figura 6 C).

Apesar dos beneficios conhecidos do meio de cultura liquido sob agitagdo em
relacdo ao meio liquido estatico, nem todas as espécies apresentam resultados
superiores quando cultivadas nessa condicdo, conforme observado neste
experimento. Este fato também foi observado por Mengarda et al. (2009) que
estudando o estado fisico do meio de cultura na propagacéo in vitro de Neoregelia
cruenta, Tillandsia stricta, Vriesea gigantea, V. guttata e V. incurvata, observaram
que apos 30 dias de cultivo em diferentes meios (semissolido, liquido estético,
liquido sob agitacdo de 90 rpm e liquido estatico com ponte de papel filtro), 0 meio
liquido estético foi superior para todas as espécies.

As variagcfes na taxa de multiplicacéo, e diferentes padrdes de crescimento,
podem ser atribuidos ao gendtipo (HENRY; VAIN; DEBUYSER, 1994; DROSTE et
al., 2005), o que explicaria as diferentes respostas as condic¢des fisicas do meio de
cultura observadas nas espécies analisadas nestes experimentos.

O uso de um meio de cultura apropriado e ajustado para cada espécie €
fundamental para que se obtenha uma condicdo na qual o metabolismo das células
vegetais em cultivo in vitro, estabeleca padrdes que levem a diferenciacdo de
tecidos, acompanhado também pelo crescimento dos mesmos (MENGARDA et al.,
2009).

Por ndo terem sido observadas diferencas significativas nos parametros
avaliados nesse experimento, consideramos que estas ndo seriam amostras

adequadas para analises moleculares da comunidade bacteriana.

5.2 Micropropagacdo de Vriesea hieroglyphica em diferentes sistemas de

cultivo

No experimento avaliando a multiplicagdo de Vriesea hieroglyphica, sob os
tratamentos meio de cultura liquido estatico e sob agitacdo, desde o primeiro
subcultivo, foi possivel observar uma maior multiplicacdo em meio liquido sob
agitacdo. Esta tendéncia se manteve até a avaliacdo final (aos 105 dias), quando a
multiplicac@o das plantas sob o tratamento meio liquido sob agitacao foi visivelmente
superior em relagéo ao tratamento meio liquido estético (Figura 8).
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Figura 8 - Micropropagacgéo de Vriesea h.i‘eroglyphica aos 105 dias de cultivo em meio de
cultura liquido sob agitacéo (Ag) e estatico (Est)

A analise de variancia dos parametros avaliados ao final do experimento
(massa fresca, massa seca e numero de plantas) constatou que houve diferenca
significativa (p<0,05) entre os tratamentos, sendo que, o meio de cultura liquido sob
agitacdo produziu 2,4 vezes mais massa fresca (48,6 + 5,5 g), 2,2 vezes mais massa
seca (3,3 £ 0,23 g) e um numero de plantas 3,7 vezes maior (1.742,2 + 197,4

namero de plantas), em relacdo ao tratamento meio liquido estatico (Figura 9).
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Figura 9 - Micropropagacdo de Vriesea hieroglyphica em diferentes sistemas de cultivo.
Barras representam médias (+ erro padrdo) aos 105 dias. Médias diferiram estatisticamente
(*) (p<0,05) em todos os parametros avaliados

Considerando-se a resposta positiva de V. hieroglyphica a um meio com
melhor aeracdo (liquido sob agitacdo), e sendo a otimizacdo neste sistema
considerada um passo intermediario para a utilizacdo de biorreator de imerséo
temporéria (BIT), procedeu-se a instalacdo do experimento comparando o cultivo in

vitro de V. hieroglyphica em sistema BIT e meio de cultura liquido estatico.
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Neste segundo experimento, as plantas de ambos tratamentos apresentaram
multiplicacéo lenta, sendo que, ao final, visualmente, as plantas sob o tratamento
meio liquido estatico apresentavam um desenvolvimento ligeiramente superior as do

tratamento BIT (Figura 10).

Figura 10 - Micropropagacdo de Vriesea hieroglyphica aos 105 dias de cultivo sob os
sistemas biorreator de imerséo temporaria (BIT) e meio liquido estatico (Est)

Ao final do experimento (105 dias), a analise de varidncia ndo constatou
diferenca significativa (p<0,05) entre os tratamentos em nenhum dos parametros

avaliados (massa fresca, massa seca e numero de plantas) (Figuras 11).
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Figura 11 - Micropropagagéo de Vriesea hieroglyphica comparando diferentes sistemas de
cultivo. Barras representam médias (+ erro padrdo) apos 105 dias. Médias ndo diferiram
estatisticamente (p<0,05) em nenhum dos parédmetros avaliados.

A micropropagacdo em BIT permite, em algumas espécies, a multiplicacdo
das mesmas sem a realizacdo de repicagens, sendo necessérias apenas trocas do
meio de cultura. No caso de V. hieroglyphica, no entanto, o fato de nao ter sido
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realizada as repicagens levou a menor multiplicacdo das plantas quando comparada
com o experimento avaliando meio liquido estatico e sob agitacao.

Apesar do sistema BIT apesentar altas taxas de multiplicagdo para diversas
espécies, a sua otimizacdo exige o ajuste de diversos fatores, tais como: intervalo e
tempo de imersao, volume de meio por explante, composicdo do meio, entre outros
(ESCALONA et al., 1999). Desta forma, antes de se descartar esta tecnologia com
opcgao para a micropropagacao de V. hieroglyphica, todas essas variacbes devem
ser testadas.

Como o objetivo deste estudo ndo era a otimizacdo do sistema BIT para esta
espécie e sim apenas a obtencdo de plantas cultivadas in vitro em dois sistemas
com desempenho visivelmente diferentes para os estudos de suas comunidades
bacterianas, ndo foram realizados maiores esforcos na sua otimizacdo. Desta
maneira, pelo fato de V. hieroglyphica néo ter apresentado diferenca significativa
entre os tratamentos BIT e meio liquido estéatico, este experimento ndo foi
considerado um modelo adequado para as andlises moleculares com o objetivo de

relacionar o desempenho das culturas com a comunidade microbiana presente.

5.3 Andlise por T-RFLP da comunidade bacteriana em culturas in vitro de

Dyckia distachya

A avaliagcdo dos dados de contagem de brotos coletados na ocasido do
segundo subcultivo do experimento comparando a micropropagacdo de Dickya
distachya sob diferentes estados fisicos do meio de cultura, mostrou que o melhor
tratamento foi o meio de cultura liquido sob agitacdo, produzindo 34,5% mais
namero de brotos em relagdo ao meio semissolido e 8,5% mais brotos que o meio
liquido estatico (SALOMAO, 2013). Diante destes resultados, este experimento foi
considerado um modelo adequado para analises mais aprofundadas da comunidade
bacteriana presente nestas plantas, buscando responder a hipétese deste trabalho.

DNA gendmico total foi obtido a partir de amostras de folhas coletadas no
experimento comparando a multiplicacdo de D. distachya em meio de cultura
semissolido, liquido estatico e sob agitacdo. As extracdes realizadas utilizando-se o

Kit Plant DNAzol Reagent (Invitrogen) apresentaram boa qualidade, com
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uma relacdo 260/ 280 entre 1,8 e 2,0 e com quantidade sempre maior ou igual a
40 ng pl?.

A reacdo de amplificacdo do gene 16S rRNA de bactéria utilizando-se os
primers fD1 e rD1 (WEISBURG et al, 1991) geraram fragmentos com
aproximadamente 1500 pb, correspondendo ao tamanho total deste gene. Como o
DNA extraido das folhas € uma mistura de DNA da planta com DNA de bactérias, a
partir dos fragmentos gerados na primeira PCR, realizou-se uma Nested-PCR
utilizando-se o conjunto de primers, 799F (CHELIUS; TRIPLETT, 2001) e 1492R
(HEUER et al., 1997) os quais geraram, os fragmentos esperados: um de
aproximadamente 1090 pb (correspondente a 16S rRNA mitocondrial) e outro de
aproximadamente 735 pb (16S rRNA bacteriano).

Os produtos obtidos ap6s a Nested-PCR foram separados por eletroforese
em gel de agarose 0,8% em tampao TSB (BRODY; KERN, 2004) a qual foi eficiente
na separacdo da banda correspondente as bactérias (~735 pb) e da banda
correspondente ao DNA mitocondrial (~1090pb). A eletroforese realizada apos a
purificacdo da banda de interesse, revelou uma banda Unica e correspondente a
esperada (~735 pb) (Figura 12).

100pb

Figura 12 - Eletroforese em gel de agarose (1%) com produtos da amplificacdo do gene 16S
rRNA de amostras de folhas de Dyckia distachya aos 60 dias de cultivo in vitro. A banda
indicada com a seta (~735 pb) corresponde aos fragmentos de DNA obtidos por PCR
utilizando os primers 799f e 1492r

5.3.1 Processamento dos dados de T-RFLP

Os resultados com base na discriminagéo automatizada dos T-RFs (Terminal
Restriction Fragment) deste material permitiu observar a producdo de T-RFs
relevantes e de qualidade (Figura 13), e que permitiram as analises de indices de
diversidade, construcdo de histogramas de abundancia relativa e analise MDS
(Multidimensional Scaling).



66

1
|
|
f
1
|
|
1
|
Meio semissadlido

Unidades de fluorescéncia relativa
Meio liquido estatico

Meio liquido sob agitacéo

Tamanho do fragmento (pb)

Figura 13 - Exemplo de eletroferogramas visualizados no software GeneMapper® 3.0 (Life
Technologies) ap6s digestdo com as enzimas Mspl e Hhal e analise no sequenciador
automatico ABI PRISM 3100 Genetic Analyser (Life Technologies). Os eletroferogramas se
referem a amostras de folhas de Dyckia distachya cultivada sob diferentes sistemas de
cultivo in vitro e coletadas no segundo subcultivo

As matrizes geradas com os resultados das analises de T-RFLP foram
utilizadas para a andlise do indice de diversidade de Shannon das amostras de
folnas de D. distachya, o qual nos permitiu inferir a estrutura das populacbes
bacterianas presentes nos diferentes tratamentos analisados.

Esse indice foi calculado para as duas enzimas de restricdo (Mspl e Hhal), de
forma que as amostras com maior diversidade apresentam valores de indices mais
altos. Foi aplicado o teste de Tukey para os valores de indices de diversidade
gerados e houve diferenca significativa somente entre os tratamentos meio de
cultura liquido estético e liquido sob agitagdo nos indices calculados para a enzima
Mspl (Figura 14).
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Figura 14 - Indices de diversidade de bactérias presentes em folhas de Dyckia distachya
cultivadas sob diferentes sistemas de cultivo in vitro e coletadas no segundo subcultivo.
Barras representam médias (+ erro padréo) do indice calculadas utilizando-se o programa
Primer 6. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de
Tukey (p<0,05) dentro de um mesmo fator

Os perfis de T-RFLP dos trés tratamentos foram comparados calculando-se a
abundancia relativa dos T-RFs, sendo cada T-RF considerado uma Unidade
Taxondmica Operacional (UTO) distinta. As analises dos T-RFs podem dar uma
visdo semi-quantitativa da comunidade por meio da abundancia relativa dos picos,
0S quais representam os membros de uma comunidade em uma PCR (BRAKER et
al., 2001; SESSITSCH et al., 2001).

Os histogramas foram gerados para os fragmentos com abundancia relativa
maior que 1%, sendo estes considerados UTOs de microrganismos dominantes
nessas comunidades (LEHOURS et al., 2005). Apos a eliminacdo dos T-RFs
representando menos que 1% do total da fluorescéncia detectada para as
comunidades de bactérias endofiticas, para a enzima Mspl encontraram-se
14 T-RFs representando 90,5% da fluorescéncia total, enquanto para a enzima Hhal

observaram-se 12 T-RFs representando 96,8% da fluorescéncia total (Figura 15).
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Figura 15 - Abundéncia relativa de T-RFs (Terminal Restriction Fragments) de comunidade
bacteriana presente em folhas de Dyckia distachya cultivadas sob diferentes sistemas de
cultivo in vitro. Diagramas mostram os resultados apés a clivagem com Mspl e Hhal. Os
nameros na legenda indicam o tamanho dos fragmentos, em pares de bases, gerados apés
a clivagem e com abundéancia maior quel%

Nos histogramas gerados, tanto para a enzima Mspl quanto para Hhal,
observa-se que os tratamentos meio de cultura semissolido e liquido estético
compartiiham do mesmo T-RF dominante, que por sua vez é diferente do T-RF
dominante no tratamento liquido sob agitacdo. Neste sentido, para a enzima Mspl
nos tratamentos semissolido e liquido estatico o T-RF dominante foi o de 377 pb
com 25% e 20% de abundancia relativa, respectivamente, enquanto no tratamento
liguido sob agitagdo o T-RF de 216 pb com 38% de abundancia relativa foi
dominante. Para a enzima Hhal, nos tratamentos semissélido e liquido estatico o
T-RF dominante foi o de 188 pb com, 38,8% e 33,5% de abundancia relativa,
respectivamente, e no tratamento liquido sob agitacdo foi o T-RF de 75 pb com
22,5% de abundancia relativa (Figura 15).

Ainda pelas observacdes dos histogramas, para a enzima Mspl, o Unico T-RF
encontrado em apenas um dos tratamentos foi o de 60 pb, com uma contribuicdo de
5% na abundancia relativa, sendo encontrado exclusivamente no tratamento liquido
estatico. Para a enzima Hhal, o unico T-RF exclusivo foi o de 77 pb, no tratamento
liquido sob agitacdo e com uma contribuicdo de 8,5% na abundancia relativa.

Com base nos resultados dos perfis de T-RFs, foi feita a analise em escala
multidimencional (MDS) da estrutura da comunidade de bactérias presentes nas
folhas de D. distachya (Figura 16). Esta analise demonstrou que as amostras do
tratamento liquido sob agitacdo se agruparam com 60% de similaridade, enquanto

as amostras dos demais tratamentos apresentaram-se dispersas.
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Figura 16 - Andlise em escala multidimensional (MDS), realizada no programa Primer 6 e
baseada nos T-RFs discriminados para o gene 16S rRNA de bactérias presentes em folhas
de Dyckia distachya. As amostras foram coletadas no segundo subcultivo de plantas sob
diferentes sistemas de cultivo in vitro

Apesar dos trés tratamentos avaliados terem apresentado numeros
semelhantes de UTOs, as diferengcas nas abundancias relativas indicam que o
estado fisico do meio de cultura (semissolido, liquido estatico ou liquido sob
agitacao) utilizado para a micropropagacéo, influencia a comunidade endofitica
presente nas folhas da espécie D. distachya. O tratamento liquido sob agitacéo,
além de, no segundo subcultivo, ter apresentado o melhor desempenho para
namero de brotos, produzindo 10% mais brotos que o meio liquido estatico e 30%
mais que semissoélido, também apresentou abundancia relativa de T-RFs
diferenciada em relacdo aos demais tratamentos.

Este estudo valida a hipétese de que as condi¢cdes do cultivo in vitro
influenciam a comunidade de bactérias presentes nas plantas. No entanto, estudos
mais aprofundados seriam interessantes para identificar esses microrganismos e a

sua possivel contribuicdo para o desempenho das culturas sob agitagéo.

5.4 Micropropagacdo de cana-de-acucar BIT e em meio liquido estatico e

analise da comunidade bacteriana

As plantas sob o tratamento BIT comecaram a se desenvolver mais

vigorosamente, em relagdo ao tratamento liquido estatico, apds a primeira troca do
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meio de cultura (19 dias). Essa tendéncia se manteve ao longo do experimento até o

dia da avaliacao final (45 dias) (Figura 17).

Figura 17 - Micropropagacao de cana-de-acUcar sob os sistemas de cultivo biorreator de
imersdo temporéria (A) e meio de cultura liquido estatico (B) aos 45 dias de cultivo e duas
trocas de meio

O tratamento BIT produziu 4,49 vezes mais massa fresca (83,7 = 10,4 g),
4,58 vezes mais massa seca (8,0 + 0,88 g) em relacdo ao tratamento meio liquido
estatico. A andlise de variancia constatou que os tratamentos diferiram entre si
(p<0,05) (Figura 18).
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Figura 18 - Micropropagacao de cana-de-aclUcar em diferentes sistemas de cultivo in vitro.
Barras representam médias (+ erro padrdo) aos 45 dias cultivo. Todos os parametros
avaliados diferiram estatisticamente (*) (p<0,05)

Os dados de contagem do numero de plantas maiores que 1,5 cm
apresentaram superdispersao, fendbmeno observado quando um conjunto de dados

apresenta variabilidade maior do que a esperada pelos modelos probabilisticos
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padrdo. Desta forma, o ajuste do modelo binomial negativo foi 0 mais adequado, e
demonstrou diferenca entre os dois tratamentos com relacdo ao niumero de plantas
maiores que 1,5 cm. O tratamento BIT produziu 2,75 vezes mais plantas (329,0 +
79,3 plantas maiores que 1,5 cm) que o tratamento meio liquido estéatico (Figura 18).

Lorenzo et al. (1998), comparando trés sistemas de cultivo in vitro de cana-
de-acucar observaram que o0 sistema de bioreator de imerssdo temporaria
apresentou uma taxa de multiplicagcado de duas vezes mais quando comparados com
meio de cultura sdélido e liquido, além de reduzir o custo de produgdo em 46%.
Lemos (2009) relata que, apesar da reducdo de custos (em até 30%) e superior
eficiéncia na multiplicacdo de diversas culturas, o uso de biorreator de imersao
temporaria ainda é pouco difundido nos laboratérios de cultivo in vitro. Esse mesmo
autor descreve que em cana-de-agucar, pode-se alcancar de trés a quatro vezes
mais biomassa total das plantas micropropagadas quando comparados ao sistema
tradicional estatico.

Alguns fatores fisioldgicos podem ser apontados no entendimento da
eficiéncia do sistema BIT em relacdo ao meio liquido estatico. O periodo de imerséo
das plantas que ocorre neste sistema permite que a planta absorva nutrientes ao
longo de toda a sua superficie e quando o meio é drenado as plantas ficam em
contato com o ar permitindo a realizacdo das trocas gasosas (ALVARD; COTE;
TEISSON, 1993). Esse periodo de contato das plantas com o ar, bem como a
renovacao da atmosfera s&o de extrema importédncia no desenvolvimento das
plantas in vitro, pois quando os frascos permanecem hermeticamente fechados, séo
criadas condicdes fisicas e quimicas que limitam o desenvolvimento normal das
plantas (BAIRU; STIRK; VAN STADEN, 2009). Outro problema observado ao cultivo
in vitro € a alta umidade relativa que reduz a transpiragcdo e o transporte de
nutrientes, consequentemente afetando as culturas (SHA; MCCOWN; PETERSON,
1985). Tais problemas ndo ocorrem nos BITs pois a atmosfera é renovada pela
injecao periddica de ar microfiltrado.

Diante dos resultados de micropropagacdo apresentados acima, este
experimento foi considerado um modelo adequado para andlises mais aprofundadas
da comunidade microbiana presente em sistemas de cultivo in vitro, buscando
elucidar se plantas sob sistemas de cultivo in vitro com diferentes desempenhos das

culturas também possuem um perfil de comunidade bacteriana diferente.



72

5.4.1 Andlise por microscopia de luz e eletrénica de varredura

Nas analises anatdmicas a espessura média das folhas nos dois tratamentos
nao apresentou diferenca significativa (p<0,05) entre os tratamentos BIT e meio
liqguido estatico, com 177,7 + 3,9 um e 171,7 + 4,4 um, respectivamente.
Visualmente foi possivel observar uma maior quantidade de cloroplastos no

tratamento meio liquido estatico em relacdo ao tratamento BIT (Figuras 19A e D,

respectivamente).

Figura 19 - Folhas de cana-de-agucar coletadas aos 45 dias de cultivo in vitro em biorreator
de imersado temporaria (A-C) e meio liquido estatico (D-F) e observadas em microscopia de
luz (A, D) e microscopia eletrbnica de varredura (B, C, E, F). Presenca de bactérias do tipo
cocos (seta cheia) e bactérias do tipo bacilo (seta pontilhada) em amostras de folhas
criofraturadas. (ep) epiderme; (fv) feixe vascular; (cb) célula buliforme. Barras: A, D = 100
pum; B, C,E=4 pum; F =10 um

A maior multiplicacdo das plantas mantidas sob o sistema de BIT, em relacéo
ao meio de cultura liguido estatico, pode ter dificultado a incidéncia de luz nas
plantas localizadas nas areas mais internas dos frascos. Como a baixa incidéncia de
luz faz com que plantas micropropagadas, em geral, ndo apresentem um aparato
fotossintético ativo, com menor concentracéo de clorofila ou em enzimas envolvidas
na fotossintese (HAZARIKA, 2006), supbfe-se que a menor ocorréncia de
cloroplastos observada nas folhas provenientes do sistema BIT esteja relacionada
ao maior numero de plantas existente, em relacdo ao tratamento meio liquido

estatico.
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As observacdes feitas por microscopia eletrbnica de varredura (MEV)
demonstraram a presenca de bactérias do tipo cocos e bacilos (Figuras 19 B, C, E),
bem como associacdes de bactérias, possivelmente formando biofilmes (Figura
19F).

Quecine et al. (2012), estudando os beneficios da inoculacdo da bactéria
endofitica promotora de crescimento Pantoea agglomerans, em plantas de cana-de-
acucar micropropagadas, observou, utilizando esta técnica, a colonizacdo da
superficie das raizes e inclusive a formacdo de biofilmes. Verstraete et al. (2013)
utilizaram MEV para observar o comportamento de bactérias endofiticas nos tecidos
internos de Fadogia homblei, e constataram que esses microrganismos estao

dispersos entre as células do mesofilo.

5.4.2 Andlises moleculares da comunidade bacteriana

DNA genbémico total foi obtido a partir de amostras de folhas coletadas do
experimento comparando a micropropagacdo de cana-de-acUcar nos sistemas
biorreator de imersdo temporaria (BIT) e meio de cultura liquido estatico. As
extracOes, utilizando-se o Kit Plant DNAzol Reagent (Invitrogen) apresentaram boa
qualidade, com relagéao 260/ 280 entre 1,8 e 2,0 e quantidade, sempre maior ou igual
a 40 ng pl?.

A reacdo de amplificagdo do gene 16S rRNA de bactéria utilizando-se os
primers fD1 e rD1 (WEISBURG et al, 1991) geraram fragmentos com
aproximadamente 1500 pb, correspondendo ao tamanho total do gene. E a Nested-
PCR utilizando-se o conjunto de primers, 799F (CHELIUS; TRIPLETT, 2001) e
1492R (HEUER et al.,, 1997) geraram os dois fragmentos esperados: um de
aproximadamente 1090 pb (correspondente a 16S rRNA mitocondrial) e outro de
aproximadamente 735 pb (16S rRNA bacteriano) o qual foi cortado do gel e
purificado. A eletroforese em gel realizada apdés a purificagdo dos produtos
recuperados revelou uma banda Unica e correspondente a ~735 pb, conforme

esperado (Figura 20).
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Figura 20 - Eletroforese em gel de agarose (1%) com produtos da amplificacdo do gene 16S
rRNA de amostras de folhas de cana-de-aglUcar aos 45 dias de cultivo in vitro sob os
tratamentos biorreator de imersdo temporaria e meio de cultura liquido estatico. A banda
assinalada (~735 pb) corresponde aos fragmentos de DNA obtidos por PCR utilizando os
primers 799f e 1492r correspondente ao DNA bacteriano

5421 Andlise por T-RFLP da comunidade bacteriana das culturas in

vitro de cana-de-acucar

Para as amostras de folhas de cana-de-acucar apenas em algumas
repeticbes foi possivel observar producdo de T-RFs relevantes (Figura 21). A
pequena quantidade de T-RFs observada possivelmente ocorreu devido as
condi¢cbes de cultivo in vitro nas quais as plantas estavam mantidas. Este ambiente
requer condicbes proximas a total assepsia para introducdo e manutencdo das
culturas, resultando em uma comunidade bacteriana reduzida. Em adi¢ao a isso, as
plantas utilizadas para a montagem do experimento com cana-de-agucar estavam in
vitro ha periodo relativamente longo, maior do que um ano, durante o qual, medidas
corriqueiramente adotadas no processo de micropropagacdo, como eliminacdo de
culturas com sinais de contaminacdo também contribuem para a manutengdo de
culturas com comunidade consideravelmente reduzida. Os responsaveis pelos
“sinais de contaminacao” nas culturas podem, em alguns casos, ser microrganismos
endofiticos e, considerando as praticas convencionais do cultivo in vitro, podem levar
ao descarte da cultura. A tentativa de eliminacéo total dos microrganismos no cultivo
in vitro, por considera-los contaminantes, pode vir a se tornar um problema, como foi
relatado para a cultura da batata, que por consequéncia do uso de sistemas
comerciais de micropropagacao teve eliminadas bactérias endofiticas importantes
(STURZ; CHRISTIE; NOWAK, 2000), tanto promotoras de crescimento, como
responsaveis por resisténcia a doencas (STURZ, 1995).
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Figura 21 - Exemplo de eletroferogramas visualizados no software GeneMapper® 3.0 (Life
Technologies) apds digestdo com as enzimas Mspl e Hhal e apés a analise no sequenciador
automatico ABI PRISM 3100 Genetic Analyser (Life Technologies). Os eletroferogramas se
referem a amostras de folhas de cana-de-agucar coletadas na instalacdo e aos 45 dias de
cultivo in vitro sob diferentes sistemas de cultivo

Devido ao insucesso nas diversas tentativas realizadas no sentido de se
otimizar a técnica de T-RFLP para o material de cana-de-aguUcar, o esfor¢o para este
material foi concentrado na construcao de bibliotecas de clones do gene 16S rRNA e
PCR quantitativo em tempo real, com o intuito de avaliar as diferencas na

comunidade bacteriana de culturas in vitro sob sistema BIT e meio liquido estético.

5.4.2.2 Construcao de biblioteca de clones com amostras de culturas in
vitro de cana-de-acucar

o Andlise das sequéncias

Foram sequenciados um total de 616 clones, sendo, 192 pertencentes a
biblioteca “instalagdo” (INS), 232 pertencentes a biblioteca “biorreator de imerséo
temporaria” (BIT) e 192 pertencentes a biblioteca “meio liquido estatico” (MLE). O
sequenciamento parcial do gene 16S rRNA foi realizado com o primer M13f (HUEY;
HALL, 1989). O sequenciamento parcial deste gene tem sido extensivamente
utilizado como ferramenta molecular para a identificacdo de géneros bacterianos,

além de ser utilizado para analises de diversidade, quando o objetivo néo é realizar
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um estudo evolutivo detalhado (CANNAVAN, 2007). Geralmente, a sequéncia
parcial do gene apresenta variabilidade suficiente para a identificacdo inicial de
isolados bacterianos.

Apés a edicdo e remocao das sequéncias de baixa qualidade na ferramenta
Pipeline no site Ribossomal Database Project versao 10, update 31, restaram 172,
200 e 183 sequéncias para as bibliotecas “INS”, “BIT” e “MLE”, respectivamente. O

tamanho médio das sequéncias foi de 621 pb (Tabela 4).

Tabela 4 - Resumo dos clones sequenciados nas bibliotecas construidas a partir de folhas
de cana-de-acUcar utilizadas na instalacdo do experimento (INS) e aos 45 dias de cultivo in
vitro sob os tratamentos biorreator de imersdo temporaria (BIT) e meio de cultura liquido
estéatico (MLE)

Comprimento

Clones que passaram no o .
Biblioteca Numero de clones RDP mgdlq das b NuLn_It_a(r)oSde
sequenciados sequéncias (pb) observadas
NUmero %
INS 192 172 90 584 25
BIT 232 200 86 603 29
MLE 192 183 95 676 26

A taxonomia das sequéncias consideradas de boa qualidade foi atribuida com
base no Ribosomal Database Project (RDP) II, utilizando a ferramenta Classifier.
Além de sequéncias referentes a bactérias ndo classificadas e cianobactérias/
cloroplastos, foram encontradas sequéncias referentes aos filos: Proteobacteria,

Actinobacteria, Firmicutes e Acidobacteria (Figura 22).
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Figura 22 - Distribui¢cdo dos filos bacterianos encontrados nas bibliotecas de clones do gene
16S rRNA de cana-de-acUcar cultivadas in vitro e classificados utilizando-se a ferramenta
Classifier (RDP). As bibliotecas foram construidas a partir de folhas coletadas em trés
ocasides: “instalagdo” do experimento (INS) e aos 45 dias de cultivo sob os tratamentos
“biorreator de imersao temporaria” (BIT) e meio liquido estatico (MLE)

Os mesmos filos encontrados nas bibliotecas construidas com folhas de
cana-de-agucar deste experimento foram também encontrados como sendo os mais
abundantes em solo cultivado com cana-de-agucar (DINI-ANDREOTE et al., 2010).
Essa semelhanca entre os filos encontrados no solo e na parte aérea das folhas de
cana-de-acucar pode estar relacionada ao fato de que a maioria das bactérias
associadas as plantas é proveniente do ambiente do solo (COMPANT; CLEMENT;
SESSITSCH, 2010).

Do total das sequéncias analisadas na ferramenta Classifier (RDP), na
biblioteca “INS”, uma grande porcentagem, 76%, foi atribuida a bactérias nao
classificadas, seguida por Acidobacteria, com 11%. A distribuicdo em filos dos
clones provenientes das bibliotecas “BIT” e “MLE” apresentou-se com padrbes
bastante semelhantes entre essas duas bibliotecas, sendo o filo dominante
cianobactéria/ cloroplasto, com 49 e 52% do total, respectivamente, seguido, em
ambas as bibliotecas por Actinobacteria, com 24 e 28% do total, respectivamente
(Figura 22).

Bactérias pertencentes ao filo Acidobacteria estdo entre as mais abundantes
nos solos, no entanto, os membros deste filo sdo de dificil cultivo e manutencdo em
laboratério, de forma que os conhecimentos sobre suas capacidades metabdlicas e
seu papel ainda é rudimentar (EICHORST; KUSKE; SCHMIDT, 2011). Lee et al.
(2008), utilizando a construcdo de bibliotecas de clones do gene 16S rRNA para
amostras de solo coletada da rizosfera de Castanea crenata, constatou que as
bactérias pertencentes a este filo foram numericamente dominante e
metabolicamente ativas, sugerindo que este filo estaria grandemente relacionado

nos ciclos biogeoquimicos da rizosfera do solo.
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Em solo, o pH tem sido apontado como o principal fator determinando a
abundancia de Acidobacteria (LAUBER et al., 2009; ROUSK et al., 2010; NAETHER
et al., 2012), havendo, em geral, uma correlacdo negativa deste com a abundancia
de Acidobacteria observada, de forma que quanto menor o pH maior a sua
abundancia (OVERBEEK, 2013). Bactérias pertencentes a este filo também foram
encontradas, em pequena quantidade (0,52%), em raizes da cultura do arroz (SUN
et al., 2008).

A partir da taxonomia atribuida aos clones, e utilizando-se a ferramenta
Classifier (RDP), foram construidos graficos de distribuicdo dos clones por classes.
Para isso, foram excluidos da analise os clones atribuidos a cianobactéria/
cloroplasto e a bactérias nao classificadas. Os graficos assim gerados mostram que
a biblioteca “INS” apresentou 10 classes identificadas, enquanto “BIT” apresentou
seis e “MLE” cinco. A classe dominante na biblioteca “INS” foi Acidobacteria Gpl
com 37% dos clones, seguido de Alphaproteobacteria com 23%. As bibliotecas “BIT”
e “MLE” também apresentaram padrao bastante semelhante entre elas, quanto a
distribuicAo das classes, sendo que a dominante foi Bacilli com 39 e 31%,
respectivamente. A segunda maior, com 24%, foi a classe Alphaproteobacteria em

“BIT” e com 26% a classe Gammaproteobacteria em “MLE” (Figura 23).
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Figura 23 - Distribuicdo das classes bacterianas encontradas nas bibliotecas de clones do
gene 16S rRNA de cana-de-agUcar cultivadas in vitro e classificadas utilizando-se a
ferramenta Classifier (RDP). As bibliotecas foram construidas a partir de folhas coletadas
em trés ocasides: “instalacdo” do experimento (INS) e aos 45 dias de cultivo sob os
tratamentos “biorreator de imersao temporaria” (BIT) e meio liquido estatico (MLE). Para a
construcdo destes graficos ndo foram utilizados os clones atribuidos a cianobactéia/
cloroplasto e a bactérias nao classificadas

A presenca da classe Bacilli em plantas cultivadas in vitro, também foi
observada por Esposito-Polesi (2010). Em seu estudo, investigando a comunidade

microbiana presente em plantas de diversas espécies cultivadas in vitro e sem sinais
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de contaminacédo, observou a presenca do género Bacillus pumilus, pertencente a
classe Bacilli, colonizando os tecidos internos em trés das espécies investigadas
(manjericdo, pupunheira e circuma).

Utilizando-se o programa MOTHUR v.1.23.1 (SCHLOSS et al.,, 2009) e
estabelecendo-se um cut-off de 97% de similaridade, o numero de Unidades
Taxonbmicas Operacionais (UTOs) determinado foi de 25, 29 e 26, respectivamente,
nas bibliotecas “INS”, “BIT” e “MLE” (Tabela 4).

As relacdes entre os numeros de sequéncias vélidas e de UTOs observadas
foram utilizadas para a construcéo de curvas de rarefacédo (Figura 24) e para avaliar
o esforco amostral da andlise. As curvas plotadas mostraram que, em nenhuma das
bibliotecas, o numero de sequéncias obtidas foi suficiente para se amostrar
completamente a riqueza de filotipos das comunidades bacterianas. A curva obtida
para a biblioteca “BIT” apresentou uma inclinagao ligeiramente maior em relagao as
demais. Esta observacdo sugere uma maior riqueza de espécies nas culturas

cultivadas em biorreator de imerséo temporaria.
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Figura 24 - Curvas de rarefacéo indicando a riqueza de UTOs nas bibliotecas do gene 16S
rRNA de Bacteria presentes nas amostras de folha de cana-de-acgucar para as bibliotecas
construidas com amostras de folhas coletadas na ocasido da instalacdo e aos 45 dais de
cultivo in vitro sob os tratamentos em biorreator de imersdo temporaria e meio de cultura
liquido estatico. As UTOs foram definidas com base em sequéncias que diferiram ao nivel
>3%

Os estimadores de riqueza sdo capazes de estimar a riqueza total presente
na comunidade de uma amostra, permitindo que diferentes amostras possam ser
comparadas (HUGHES et al.,, 2001). Esse numero maximo de UTOs em um
determinado nivel filogenético pode ser estimado por meio de métodos estatisticos
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gue sdo capazes de extrapolar a relacdo de UTOs por meio de métodos nao-
paramétricos, ou em funcdo do numero de sequéncias a partir da curva de
rarefacao.

Os valores de indice de diversidade de UTOs das bibliotecas do gene 16S
rRNA de Bacteria, Shannon e Simpson, mostram uma maior diversidade na
biblioteca “BIT”, um valor intermediario na biblioteca “MLE” e o menor foi encontrado
na biblioteca “INS”. Para as estimativas de riqueza de UTOs, os valores encontrados
pelo método ndo-paramétrico Jackknife condiz com os resultados obtidos para os
indices de diversidade. Para as estimativas ACE e CHAOL1, os resultados
encontrados foram diferentes, sendo que o maior valor encontrado foi para a

biblioteca “MLE” e o menor foi para “BIT” (Tabela 5).

Tabela 5 - Estimativas de riqueza de UTOs e indices de diversidade calculados a partir da
biblioteca de clones do gene 16S rRNA de Bacteria de amostras de cana-de-acucar
cultivadas in vitro. As bibliotecas foram construidas a partir de folhas coletadas em trés
ocasides: “instalagdo” do experimento (INS) e aos 45 dias de cultivo sob os tratamentos
“biorreator de imersao temporaria” (BIT) e meio de cultura liquido estatico (MLE)

Estimativa de riqueza de UTOs* Indice de

eB;t;"Ot seqtlgrr:::?govgﬁdas Namero de UTO . diversidat-ie
ACE CHAO1 Jackknife = Shannon Simpson
INS 192 25 44,46 40,17 39,97 1,46 0,51
BIT 232 29 43,65 35,60 41,00 2,24 0,21
MLE 192 26 50,72 41,17 40,44 2,02 0,25

*Medidas de diversidade calculadas com base em cutoff de 97% de similaridade entre as
sequéncias do gene 16S rRNA de Bacteria.

As andlises das bibliotecas pelo programa J-Libshuff ndo mostraram
diferencas significativas (p<0,0001) comparando-se as sequéncias do gene 16S
rRNA das bibliotecas feitas a partir do material coletado dos tratamentos “BIT” e
“‘MLE”. No entanto, esses dois tratamentos apresentaram diferenca significativa
(p<0,0001) quando comparados com as sequéncias da biblioteca construida com o
material coletado no momento da instalacdo do experimento. Estes resultados
indicam que a composi¢cdo da comunidade microbiana sofreu alteracées em relagao
as UTOs presentes durante o cultivo in vitro comparada ao material inicial, no
entanto o sistema no qual as plantas foram micropropagadas, BIT ou MLE, néo

pareceu influenciar a comunidade microbiana presente.
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Um diagrama de Venn foi construido para verificar as interseccfes e
peculiaridade entre as bibliotecas, identificando o nimero de UTOs exclusivas e
compartilhadas. O maior numero de UTOs exclusivas, 20, foi encontrado na
biblioteca “INS”, enquanto “BIT” e “MLE” apresentaram, respectivamente, 12 e
9 UTOs exclusivas. Os demais compartilhamentos podem ser observados na Figura
25.

Biomreator de imersdo A Meio liquido estatico
temporaria

Instalacao

Figura 25 - Diagrama de Venn baseado nas UTOs das bibliotecas do gene 16S rRNA de
Bacteria para as amostras de folha de cana-de-agucar coletadas do material utilizado na
instalacdo do experimento e aos 45 dias de cultivo in vitro sob os sistemas biorreator de
imersao tempordria e meio de cultura liquido estatico

Apesar da andlise das bibliotecas pelo programa J-Libshuff ndo ter mostrado
diferencas significativas entre os tratamentos, o diagrama de Venn revela que cada
tratamento possui um nuamero consideravel de UTOs exclusivas. Estudos mais
aprofundados a respeito destas UTOs exclusivas seriam interessantes para elucidar
gue tipo de efeito elas exercem no desenvolvimento e crescimento in vitro das

plantas.
o Construcdes filogenéticas

Para uma melhor visualizacdo, foram construidas trés arvores filogenéticas,
com a primeira contendo clones referentes ao filo Proteobacteria (Figura 26), a
segunda aos filos Acidobacteria, Actinobacteria e Firmicutes (Figura 27) e a terceira
com sequéncias de bactérias ndo identificadas, que apresentaram similaridade com
cianobactéria/ cloroplasto, mitocondria de sorgo e de arroz (Figura 28). Os detalhes
das sequéncias utilizadas na construcdo das arvores filogenéticas constam no

Anexo A.
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Figura 26 - Agrupamentos filogenéticos com clones pertencentes ao filo Proteobacteria
construido através do programa MEGA 5 pelo método Neighbor-Joining (SAITOU; NEI,
1987) com valor de bootstrap de 1000 repeticGes e baseada no sequenciamento parcial do
gene 16S rRNA. Os clones sao referentes a bibliotecas construidas a partir de amostras de
folhas de cana-de-acUcar cultivada in vitro utilizadas na instalagdo do experimento e aos 45
dias de cultivo sob dois sistemas (biorreator de imersdo temporaria e de cultura meio liquido
estético). As sequéncias de referéncia foram obtidas no NCBI. O enraizamento do
agrupamento foi feito com Streptococcus tigurinus (JN004270.1)
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Figura 27 - Agrupamentos filogenéticos com clones pertencentes a trés filos e construido
através do programa MEGA 5 pelo método Neighbor-Joining (SAITOU; NEI, 1987) com valor
de bootstrap de 1000 repeticdes e baseada no sequenciamento parcial do gene 16S rRNA.
Os clones sao referentes a bibliotecas construidas a partir de amostras de folhas de cana-
de-acucar cultivada in vitro utilizadas na instalacdo do experimento e aos 45 dias de cultivo
sob dois sistemas (biorreator de imersdo temporaria e meio de cultura liquido estéatico). As
sequéncias de referéncia foram obtidas no NCBI. O enraizamento do agrupamento foi feito
com Herbaspirillum rubrisubalbicas (FJ266340.1)
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Figura 28 - Agrupamentos filogenéticos com os clones identificados construido através do
programa MEGA 5 pelo método Neighbor-Joining (SAITOU; NEI, 1987) com valor de
bootstrap de 1000 repeticdes e baseada no sequenciamento parcial do gene 16S rRNA. Os
clones séo referentes a bibliotecas construidas a partir de amostras de folhas de cana-de-
acucar cultivada in vitro utilizadas na instalagéo do experimento e aos 45 dias de cultivo sob
dois sistemas (biorreator de imersao temporaria e meio liquido estéatico). As sequéncias de
referéncia foram obtidas no NCBI. O enraizamento do agrupamento foi feito com mitocdndria
de Oryza sativa (JN861112.1)

No agrupamento filogenético apresentado na Figura 26, pode-se observar
gue algumas sequéncias ficaram préximas filogeneticamente de importantes
bactérias fixadoras de nitrogénio presentes em cana-de-acUcar, Herbasirillum
rubrisubalbicans e Gluconacetobacter diazotrophicus.

Analisando-se a Figura 28, observa-se que um grande niumero de sequéncias
pertencentes as bibliotecas “BIT” e “MLE”, 11 e 14% (Tabela 6), respectivamente,
foram atribuidas, com 100% de similaridade, tanto a mitocondria de sorgo, como a
de arroz. Outra grande porcentagem de clones (35% em “BIT” e 44% em “MLE”)
mostrou 100% de similaridade tanto com sequéncia de cloroplasto de cana SP80-
3280 (mesma cultivar utilizada neste experimento), como com a de cianobactéria
(Tabela 6). Curiosamente, a biblioteca “INS” apresentou uma porcentagem bem
menor atribuida a essas organelas: 4% de sequéncias referentes a mitocéndria e 2%
referente a cloroplasto, no entanto, apresentou 71% de sequéncias referentes a
bactérias ndo cultivaveis (Tabela 6).
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Tabela 6 - Sequéncias de clones que apresentaram similaridade com mitocondria ou
cianobactéria/cloroplasto. Os clones séo referentes a bibliotecas construidas a partir de
amostras de folhas de cana-de-acglcar cultivada in vitro utilizadas na instalacdo (INS) do
experimento e apoés 45 dias de cultivo sob dois sistemas [biorreator de imersédo temporaria
(BIT) e meio liquido estatico (MLE)]

o Similaridade INS BIT MLE
Sequéncia
(%) N° de % N° de % N° de %
clones clones clones

Mitocbndria de
sorgolarroz 100 7 4 25 11 26 14
Cloroplasto de cana
SP80-3280/ 100 3 2 79 35 81 44
cianobactéria
Bactéria ndo cultivavel 89 a 100 120 71 33 15 16 14

Chelius e Triplett (2001), utilizando o conjunto de primers 799f-1492r na
construcao de biblioteca de clones do gene 16S rRNA no estudo da diversidade de
bactérias associadas as raizes de milho, relatam n&do terem sido encontradas
quaisquer sequéncias atribuidas a mitocdndria, cloroplasto ou eucariotos. Esse
primer foi também utilizado com sucesso em gramineas, por outros autores,
investigando bactérias endofiticas em arroz (SUN et al., 2008) e milho (JOHNSTON-
MONJE; RAIZADA, 2011; LIU et al., 2012). No entanto, Bodenhausen, Horton e
Bergelson (2013), estudando comunidade endofitica associada a raizes e folhas de
Arabidopsis thaliana, encontraram indices de até 23% de suas sequéncias atribuidas
a plantas.

De todas as bibliotecas, um total de 49 sequéncias foi atribuido a bactérias
com alguma atividade de interesse agrondmico, tais como promotora de crescimento
ou com atividade de controle de doencas. Os detalhes destes clones, bem com as

suas atividades de interesse, constam da Tabela 7.
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Tabela 7 - Resumo dos géneros de interesse agrondmico encontrados nas bibliotecas de clones do gene 16S rRNA de cana-de-acUcar

cultivadas in vitro*

Ndmero de clones

Filo Género Referéncia**
INS BIT MLE PS SRI i-PGPR e-PGPR
3 2 Burkholderia + + + + 1,2,3
7 6 Pseudomonas + + + 2,3,4,5
Proteobacteria 5 2 Acinetobacter + + 2,3
6 2 Caulobacter + 2
2 2 1 Bradyrhizobium + 2
Firmicutes 2 5 4 Staphylococcus + + 1
TOTAL 7 27 15

As bibliotecas foram construidas a partir de folhas coletadas em trés ocasifes: instalacdo (INS), e aos 45 dias de cultivo sob os tratamentos

biorreator de imerséo temporaria (BIT) e meio liquido estéatico (MLE).

* adaptado de Rodriguez-Diaz et al. (2008). SF: solubilizagdo de fosfato; FNL: fixador de nitrogénio livre; FNS: fixador de nitrogénio em
simbiose; FU: atividade antifungica; SID: producédo de siderdforo; NE: nematicida; IRS: indutor de resisténcia sistematica; e-RPC: rizobactéria

extracelular promotora de crescimento; i-RPC: rizobactéria intracelular promotora de crescimento.

** 1: Gray; Smith (2005); 2: Mavingui et al. (1997); 3: Molina et al. (2003); 4: Bloemberg; Lugtenberg (2001); 5: Thaning et al. (2001).
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Apesar de estes géneros terem sido descritos na literatura como benéficos as
plantas (Tabela 7), todos esses estudos foram feitos em plantas em campo e
quando em condi¢des in vitro a resposta pode ndo ser a mesma. Toledo (2011)
isolou e identificou bactérias responsaveis pela perda de explantes por
contaminacdo e muitos dos géneros identificados sdo também descritos como
benéficos em campo (Acinetobacter, Burkholderia, Glucanocebacter, Herbaspirillum,
Pseudomonas, Rizobium entre outros), concluindo que a maior fonte de
contaminacgao seria o proprio material vegetal e as bactérias nele presentes, e ndo o

manipulador ou ao meio externo.

5.4.2.3 PCR quantitativo em tempo real para o gene 16S rRNA de Bacteria

A especificidade das reagfes foi checada através da andlise das curvas de
melting. Estas curvas sao capazes de diferenciar fragmentos de DNA com 0 mesmo
tamanho, no entanto com composicdo de bases nucleotidicas distintas, surgindo
diferentes picos de melting (RIRIE; RASMUSSEN; WITTWER, 1997). Fragmentos
de mesmo tamanho, mas com poucas bases nucleotidicas diferentes, podem
resultar em diferenga de temperatura de melting (TM) de 1 a 5° C (KE; WARTELL,
1993). Desta forma, nas analises realizadas neste estudo, apenas as reacfes que
apresentaram uma variagdo de no maximo 5 °C de temperatura de melting foram
consideradas validas para a quantificacéo.

Seguindo-se a condicdo acima descrita, somente as amostras coletadas no
momento instalacdo (INS) precisaram ser desconsideradas, pois apresentou uma
variacdo na TM de 9,8 °C, enquanto as variacdes na TM das amostras de biorreator
de imersédo temporaéaria (BIT) e de meio de cultura liquido estatico (MLE) foram

satisfatorias (0,35 e 0,70 °C, respectivamente) (Tabela 8).
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Tabela 8 - Valores de temperatura de melting (TM) da curva padrdo das amostras de folhas
de cana-de-acucar utilizadas na instalacédo (INS) do experimento de cultivo in vitro e aos 45
dias de cultivo sob os tratamentos biorreator de imersédo temporaria (BIT) e meio de
culturaliquido estéatico (MLE). Os valores foram obtidos pela andlise da curva de melting das
reagfes de gPCR com os primers para o dominio Bacteria U968F e R1387

TM (°C) das amostras

Amostra TM (°C) da curva padrao (média)

Minima Méxima Média Variagado
INS 84,35 84,70 94,50 89,04 9,80
BIT 84,35 84,70 85,05 84,79 0,35
MLE 84,35 84,70 85,40 84,84 0,70

A reacdo mostrou eficiéncia de amplificacdo de 129,2% com valores de
correlacéo da ordem de R2>0,993. A eficiéncia maior do que a esperada (entre 80 e
110%) foi devido ao fato de algumas amostras estarem fora da curva padréo (Figura
29).
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Figura 29 - Curva de amplificacdo padrédo e quantificagdo do gene 16S rRNA para amostras
de folha de cana-de-aglUcar sob os tratamentos biorreator de imersdo temporéaria, meio
liguido estatico e no momento de instalagcdo do experimento. Os valores de Cts (Cycle
threshold) obtidos na reacéo foram utilizados para a normalizagdo dos dados. Pontos em
azul: amostras de folha de cana-de-acUcar sob os tratamentos avaliados neste estudo;
pontos em vermelho: curva padrdo a partir de clones de bibliotecas contendo o gene
ribossomal

O numero de cépias do gene 16S rRNA, calculado por nanograma (ng) de
DNA total extraido, foi 3,54 vezes maior (1,47 x 10 cépias ng?') no tratamento BIT
em relacdo ao MLE, e para o calculo de numero de cépias por grama (g) de material
vegetal, “BIT” também apresentou maior numero de coépias, com 1,7 vezes mais

copias (7,33 x 108 copias g*) em relagdo ao “MLE” (Figura 30).
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Figura 30 - Quantificagdo do numero de coépias do gene 16S rRNA de Bacteria nas
amostras de folhas de cana-de-acUcar sob diferentes sistemas de cultivo in vitro. Barras
representam médias (+ erro padrdo) aos 45 dias de cultivo. Os célculos foram feitos para
namero de cépias do gene por nanograma (ng) de DNA total (A) e para nimero de copias
do gene por grama (g) de material vegetal (B). Em ambos os calculos, a médias diferiram
significativamente (*) (p<0,05)

Diante dos dados apresentados, pode-se dizer que as folhas de cana-de-
acucar cultivadas in vitro por 45 dias sob o tratamento “BIT”, apresentaram um maior
namero de copias do gene 16S rRNA de bactéria, 0 que nos permite inferir que
neste sistema também esta presente uma quantidade maior de bactérias em relagéo
a “MLE”. A condigdo de melhor aeragao do sistema “BIT”, proporcionada pela
injecdo de ar periddica, pode estar relacionada com essa maior quantidade de
bactérias.

Para as mesmas amostras analisadas por gPCR, as bibliotecas de clones do
gene 16S rRNA ndo apresentaram diferencas entre a comunidade presente
comparando-se os dois sistemas de cultivo. Possivelmente, a diferenca entre as
comunidades presentes nos dois sistemas € devida a quantidade total de bactérias
encontradas, e ndo necessariamente em relagdo aos microrganismos presentes.

Azevedo (1998) afirma que o limiar entre um microrganismo ser benéfico e
patogénico é muito sutil, aparentemente, isso também se aplica ao ambiente de
cultivo in vitro. Algumas das espécies de bactérias identificadas neste estudo, em
culturas visualmente isentas de microrganismos, coincidem com espécies
caracterizadas como contaminantes em outros trabalhos, o que nos leva a deduzir
gue o limiar entre uma situacdo harménica e de contaminacdo € uma questédo

guantitativa.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Na busca por um sistema de cultivo in vitro que nos permitisse avaliar os
impactos de diferentes sistemas de cultivo na comunidade microbiana, observou-se
haver diferencas entre as respostas das espécies em relagdo aos sistemas
empregados.

Obtido o modelo de estudo, e utilizando-se diferentes técnicas moleculares,
os resultados deste trabalho corroboram com a hipotese de que, plantas saudaveis
cultivadas sob sistemas de cultivo in vitro, possuem uma comunidade endofitica
onipresente.

As analises de T-RFLP, realizadas com a bromélia Dyckia distachya, mostram
que, apesar do numero de UTOs encontradas nos trés tratamentos avaliados, terem
sido similares (13-14), a abundancia relativa de UTOs no melhor tratamento (para o
parametro numero de brotos formados) foi claramente diferente, comparada com os
demais tratamentos, indicando um efeito qualitativo do sistema de cultivo na
comunidade.

Para o cultivo in vitro de cana-de-agUcar, o sistema biorreator de imersdo
temporaria apresentou, além de melhor taxa de multiplicacdo, uma maior quantidade
de bactérias. Esta pode estar relacionada a condicdo de melhor aeracdo do meio e
renovagdo da atmosfera observada neste sistema, comparando-se com meio de
cultura liquido estético.

Estes estudos indicam que, além dos ja conhecidos fatores fisiologicos
envolvidos no desempenho das plantas sob o cultivo in vitro, um fator biolégico
associado a essa comunidade microbiana encontrada possivelmente, exerce
influéncias sobre o desenvolvimento das mesmas. Estudos mais aprofundados,
caracterizando as bactérias envolvidas e seu papel na interacdo planta-
microrganismo poderdo contribuir para uma melhor compreenséo das diferencas de

resposta entre os diferentes sistemas in vitro para diferentes espécies de plantas.
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Anexo A - Comparac@es dos clones representativos das UTO’s com sequéncias depositadas no GenBank do NCBI
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Numero de clones por Numero de
Filo biblioteca acesso Descrigéo Identidade (%) Author Fonte Fonte de isolamento
INS BIT MLE GENBANK
Methyloversatilis " . .
Proteobacteria 1 AFHG01000027.1  universalis FAM5 100 Kittichotirat et al. J. Bacteriol.(2011) MIEilEERETs LR
) FAM5
contig00044
Proteobacteria 3 2 AY040362.1 Burkholderia terricola 100 Goris et al. Syst. Appl. Microbiol.(2002) Burkholderia terricola
. Massilia namucuonensis . . .
Proteobacteria 1 1 JF799985.1 strain 333-1-0411 98 Kong et al. Int. J. Syst. Evol. Microbiol.(2013)  soil
Proteobacteria 1 AB547156.1 Acidovorax sp. KBT017 99 Makizumi et al. J. Gen. Plant Pathol.(2011) squash seedling
Proteobacteria 1 2 EU888308.1 Delftia lacustris 100 Jorgensen et al. Int. J. Syst. Evol. Microbiol.(2009) Delftia lacustris
: Variovorax ) . h soil collected from
Proteobacteria 2 AB300597.1 boronicumulans 99 Miwa et al. Int. J. Syst. Evol. Microbiol.(2008) experimental field
Proteobacteria 1 1 CU926134.1 Uranivies . 94 Riviere et al ISME J (2009) mesophilic anaerobic digester
. Betaproteobacteria :
Kingella potus 16S rRNA Kingella potus type strain:
Proteobacteria 1 AJ629192.1 gene, type strain 99 Lawson et al. J. Clin. Microbiol. (2005) 3/S?D/1128 yp )
3/SID/1128T
. Pseudomonas monteilii . . .
Proteobacteria 5 5 JN688162.1 strain WS14 100 Zhang et al. J. Microbiol.(2012) soil
Pseudomonas
Proteobacteria 1 AY970951.1 vranovensis strain CCM 93 Tvrzova et al. Int. J. Syst. Evol. Microbiol.(2006) Pseudomonas vranovensis
7279
f Pseudomonas monteilii f ; f
Proteobacteria 2 JN688162.1 strain WS14 97 Zhang et al. J. Microbiol. (2012) soil
Proteobacteria 1 JQ746036.1 I;);Z(;k;acter sp. YIM 100 Wei et al. Antonie Van Leeuwenhoek(2012) geothermal soil
Proteobacteria 1 HM269183.1 UIPEUILIEES |EEGETUT 98 Kong et al. Genome Res.(2012) skin, volar forearm
clone ncd244e07cl
. Escherichia coli strain . . Escherichia coli strain="KCTC
Proteobacteria 2 EU014689.1 KCTC 2441 100 Chang et al. J. Microbiol. Methods(2008) 2441"
Proteobacteria 2 1 CP002080.1 g(F:zlrietobacter GRS 100 Jung et al. J. Bacteriol.(2010) Acinetobacter oleivorans DR1
Acinetobacter
. venetianus RAG-1 = CIP . .
Proteobacteria 2 1 AKIQ01000085.1 110063 strain RAG-1 99 Fondi et al. J. Bacteriol.(2012) seawater
ctg555
. Acinetobacter baumannii Acinetobacter baumannii
Proteobacteria 1 ACQB01000091.1 ATCC 19606 97 Peleg et al. PLoS ONE(2012) ATCC 19606
Proteobacteri 1 EF019208.1 gnctu ltburetd r 99 Lesaulnier et al Environ. Microbiol.(2008) trembling aspen rhizosphere
oteobactenia ’ ystobacteraceae ’ ’ ’ under ambient CO2 conditions
bacterium
. Uncultured " . Simulium innoxium (black fly);
Proteobacteria 2 JF733462.1 Rhodobacteraceae 99 Tang et al. FEMS Microbiol. Ecol.(2012) el ErEeE

Clones obtidos na construcédo da biblioteca de amostras de folhas de cana-de-agucar coletadas no momento da instalagéo (INS) do experimento e aos 45 dias de cultivo sob biorreator de imersdo temporaria (BIT) e meio
liquido estatico (MLE).
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(continuagéo)

Namero de clones por

Numero de acesso

Identidade

Filo s bibéiIOTteca o GENBANK Descrigéo %) Author Fonte Fonte de isolamento
Proteobacteria 6 2 FJ719362.1 Caulobacter sp. T47 100 Hoque et al. Int. J. Syst. Evol. Microbiol. (2011) soil
Proteobacteria 1 HE814774.2 Phenylobacterium sp. S3H10 99 Nissinen et al. FEMS Microbiol. Ecol.(2012) Phenylobacterium sp. S3H10
Proteobacteria 1 EF020326.1 t’lgﬁg'té‘{:g_'fggﬁg"ggobiaceae e 98 Lesaulnier etal.  Environ. Microbiol. (2008) Eggt'zg g%’;';ggigii’if}’?gere Lingle
Proteobacteria 1 EF394922.1 Reyranella massiliensis strain 521 98 Pagnier et al. Int. J. Syst. Evol. Microbiol.(2011) Reyranella massiliensis 521
Proteobacteria 2 2 1 JN085499.1 Bradyrhizobium sp. ORS 3647 100 Sene et al. Eur. J. Soil Biol. (2012) Bradyrhizobium sp. ORS 3647
Proteobacteria 1 EU849582.1 l]\-/I1e5sorhizobium robiniae strain CCNWYC 97 Wei et al. FEMS Microbiol. Ecol.(2009) Mesorhizobium robiniae
Proteobacteria 2 FJ388511.1 Uncultured Bosea sp. clone DS138 100 Sagaram et al. Appl. Environ. Microbiol. (2009) citrus midrib
Proteobacteria 1 EF029110.2 Novosphingobium resinovorum 99 Lim et al. Int. J. Syst. Evol. Microbiol. (2007) genomic DNA NCIMB 8767
Proteobacteria 1 FJ387953.1 IS T s 98 Sagarametal.  Appl. Environ. Microbiol. (2009)  citrus midrib
Proteobacteria 1 2 HM629444.1 Sphingomonas endophytica 99 Huang et al. Int. J. Syst. Evol. Microbiol.(2012) Sphingomonas endophytica
Proteobacteria 1 EF018535.1 ‘L:,:zﬁléltAu;sgjg)éll_o;)ga; BelERs e 92 Lesaulnier et al. Environ. Microbiol. (2008) grenn[;gmgcaosg ir;;giifigighere Lrziey
Acidobacteria 1 HM062275.1 Egg‘i‘#‘{fg?ﬁﬂ%@%‘;‘fgj bacterium clone 99 Eichorst et al. Appl. Environ. Microbiol.(2011) 2‘;;253":53?&2;”‘ 0-7cm of
Acidobacteria 7 HQ598347.1 XEchEg;e_ds?gidobacteria EREETIM S 99 Naether et al. Appl. Environ. Microbiol.(2012) woodland soil
Acidobacteria 1 HQ010221.1 g(')}lc:%”l"_‘g%d Acidobacteria bacterium clone 99 Goffredi et al. Microb. Ecol.(2011) rainforest soil
Acidobacteria 2 HQ598667.1 ggwl_tg%e_dsézidobacteria EREETIM S 99 Naether et al. Appl. Environ. Microbiol.(2012) woodland soil
Acidobacteria 1 HM062090.1 Uncultured Acidobacteria 99 Eichorst et al. Appl. Environ. Microbiol.(2011) ﬁgtgﬂig&e?ofrrggngjg?eplm
Acidobacteria 2 EU192982.1 Uncultured Acidobacteriales 99 Ceja-Navarro et al. Plant Soil (2010) agricultural soil
Acidobacteria 3 HM061730.1 Egg“_‘;‘gﬁgfﬂi‘;@%ﬁgfgg bacterium clone 99 Eichorst et al. Appl. Environ. Microbiol.(2011) ﬁgtgfﬂgg??of;‘;;&ﬁ?ep'Ots
Acidobacteria 1 HM748709.1 Bacterium Ellin6561 99 Davis et al. Environ. Microbiol.(2011) soil

Clones obtidos na construcédo da biblioteca de amostras de folhas de cana-de-agUcar coletadas no momento da instalacéo (INS) do experimento e aos 45 dias de cultivo sob biorreator de imerséo temporaria (BIT) e meio
liquido estético (MLE).
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Numero de clones por

Numero de acesso

Identidade

Filo biblioteca Descri¢éo Author Fonte Fonte de isolamento
ENBANK %
INS BIT MLE G (%)
Actinobacteria 1 CP000386.1 Rubrobacter xylanophilus DSM 9941 99 Copeland etal.  Unpublished genomic DNA DSM 9941
Actinobacteria 1 1 JF496721.1 Propionibacterium acnes 99 Tenorio et al. J Oral Microbiol 3 (2011) subgingival plaque
. . ] ] . ) trembling aspen rhizosphere under
Actinobacteria 1 EF018492 Uncultured Thermomonosporaceae 98 Lesaulnier et al.  Environ. Microbiol. (2008) ambient CO2 conditions
Actinobacteria 1 CP001618 Beutenbergia cavernae DSM 12333 90 Land et al. Stand Genomic Sci.(2009) Cave soil
Firmicutes 2 5 4 JQ082128.1 gb?gg)‘/‘lococcus 5P WS- 100 Yin et al. PL0S ONE.(2013) South Pacific ocean surface seawater
Firmicutes 2 2 AJ846291.1 Irigll\?xzt;cetenum indicum partial 16S 100 Chaturvedi etal. Int. J. Syst. Evol. Microbiol.(2006) water
Firmicutes 7 5 NR_074516.1 Streptococcus gordonii 100 Vickerman etal. J. Bacteriol.(2007) S oge o S (Sl
Firmicutes 5 JN004270.1 Streptococcus tigurinus 100 Zbinden et al. Int. J. Syst. Evol. Microbiol.(2012) blood culture
Eukaryota 2 13 16 DQ984518.1 Sorghum bicolor mitochondrion 100 Allen et al. Unpublished Sorghum bicolor mitochondrion
Eukaryota 5 12 10 JIN861112.1 Oryza sativa Indica Group 100 ZhangT.etal.  PLoS ONE.(2012) Oryza sativa Indica Group
mitochondrion mitochondrion
Saccharum hybrid cultivar SP-80- . ) .
Eukaryota . AE009947.2 3280 chloroplast 97 Calsa et al. Unpublished Saccharum hybrid cultivar SP80-3280
Bacteria JN568091.1 UEUiNTE:) CHETel e EEi) CEr2 97 Rodriguez et al.  Unpublished CAFO bioaerosol
SSN10OH10
Eukaryota AE009947.2 Saccharum hybrid cultivar SP-80- 100 Calsa et al. Unpublished Saccharum hybrid cultivar SP80-3280
3 79 81 3280 chloroplast
Bacteria JIN568091.1 Uncultured Cyanobacterium clone 100 Rodriguez etal.  Unpublished CAFO bioaeroso
SSN1OH10
Uncultured bacterium clone . ) q soil from an undisturbed mixed grass
P
? 1 EU133430.1 FECH14837 93 Elshahed etal. ~ Appl. Environ. Microbiol.(2008) prairie preserve
Uncultured bacterium clone )
? 1 HM269183.1 ncd244e0761 98 Kong et al. Genome Res.(2012) skin, volar forearm
? 1 AY963499.1 Uncultured bacterium clone BS63 89 Chan et al. FEMS Microbiol. Ecol.(2006) soil
1 EU335368.1 Uncultured bacterium clone 89 Hansel et al. Appl. Environ. Microbiol.(2008) unsaturated B horizon soil aggregate

BacB_063

Clones obtidos na construcédo da biblioteca de amostras de folhas de cana-de-agucar coletadas no momento da instalagéo (INS) do experimento e aos 45 dias de cultivo sob biorreator de imersdo temporéria (BIT) e meio
liquido estatico (MLE).
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(conclusao)
Numero de clones por NG d Identidad
Filo biblioteca umég\lBiﬁfsso Descrigéo er(lok) )a € Author Fonte Fonte de isolamento
INS BIT MLE
? 1 AY963499.1 Uncultured bacterium clone BS63 94 Chan et al. FEMS Microbiol. Ecol.(2006) soil
Uncultured bacterium clone H- Turlapati et ) ) )
? 1 JQO051701.1 HN-A4-Min_289091 97 al. FEMS Microbiol. Ecol.(2013) soil
? 112 AY963499.1 Uncultured bacterium clone BS63 100 Chan et al. FEMS Microbiol. Ecol.(2006) soil
? 3 32 26

Clones obtidos na construcédo da biblioteca de amostras de folhas de cana-de-agucar coletadas no momento da instalagéo (INS) do experimento e aos 45 dias de cultivo sob biorreator de imersio temporaria (BIT) e meio
liquido estatico (MLE).



