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RESUMO

Comunidade bacteriana endofitica em microplantas de abacaxizeiro: estrutura, diversidade
e sua influéncia na morfofisiologia apds antibioticoterapia

O cultivo in vitro de plantas possibilita o controle de fatores ambientais e nutricionais,
facilitando o estudo da interacdo planta-bactéria e a interpretacdo de eventuais alteracfes
morfofisioldgicas nas microplantas, decorrentes dessa interacdo. Entretanto, a presenca de
bactérias endofiticas na micropropagacdo é quase sempre caracterizada como contaminacao
microbiana prejudicial, sendo prontamente eliminada com o uso de quimioterdpicos. Essa
abordagem desconsidera os efeitos benéficos que bactérias endofiticas podem trazer ao
desenvolvimento vegetal, aniquilando a possibilidade de se explorar esse potencial no ambiente
in vitro. Em geral, devido a sua baixa culturabilidade, as comunidades bacterianas endofiticas
requerem o uso de técnicas independentes de cultivo para seu estudo. Neste contexto, o presente
trabalho teve como objetivo principal comprovar a presenca de uma comunidade bacteriana
endofitica em microplantas de abacaxizeiro (Ananas comosus (L.) Merrill) cv. IAC Gomo-de-mel
consideradas axénicas e os efeitos dessa comunidade na morfofisiologia vegetal apds
antibioticoterapia. Para tanto, técnicas de PCR-DGGE, PCR-ARISA, clonagem, sequenciamento,
analises estruturais e ultraestruturais foram utilizadas. Os resultados evidenciaram que existe uma
comunidade bacteriana endofitica composta por membros de «, S, jproteobactérias,
actinobactérias e cianobactérias, que coloniza as microplantas. Os resultados convergentes de
PCR-DGGE e PCR-ARISA mostraram que essa comunidade apresentou alteracdo na sua
estrutura e diversidade de acordo com seu nicho de coloniza¢do e com o periodo de cultivo da
planta hospedeira, sem renovacdo de meio de cultura. A acdo da antibioticoterapia influenciou a
estrutura da comunidade bacteriana, promovendo impactos diferenciados em cada grupo
bacteriano avaliado. A antibioticoterapia ndo promoveu a total eliminacdo das bactérias
endofiticas. Contudo, os tratamentos ocasionaram alteracdes na comunidade bacteriana,
resultando na redugdo do crescimento de raizes e outras alteracbes histologicas no sistema
radicular das microplantas. As analises ultraestruturais comprovaram a presenca de bactérias
endofiticas colonizando intracelularmente o mesofilo foliar e o cortex de raizes, mesmo apos a
antibioticoterapia. Dessa forma, conclui-se que em microplantas de abacaxizeiro assintomaticas
existe uma comunidade bacteriana endofitica intracelular, rompendo o principal paradigma da
cultura de tecidos vegetais, no qual microplantas sdo obrigatoriamente axénicas.

Palavras-chave: Bactérias; Endofitos; Ananas; Micropropagacdo; Antibioticos; Axénicas.
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ABSTRACT

Bacterial endophyte community in pineapple microplants: structure, diversity and its
influence on morphophysiology after antibiotic therapy

The in vitro culture of plants by the control of environmental and nutritional factors,
allows the study of the plant-bacteria interaction and the interpretation of possible
morphophysiological changes in the microplants, from such interaction. However, the presence
of endophytic bacteria in micropropagation is often characterized as harmful microbial
contamination, which is promptly eliminated by the use of chemotherapeutics. This approach
does not take into account the beneficial effects that endophytic bacteria can bring to the plant
development, and annihilates the possibility of exploiting this potential in the in vitro
environment. In general, due to its low culturability, endophytic bacterial communities require
the use of culture-independent techniques for their study. In this context, this work aimed to
prove the presence of bacterial endophytes in pineapple (Ananas comosus (L.) Merrill) cv. IAC
Gomo-de-mel microplants considered axenics, and the effects of these in plant
morphophysiology after antibiotictherapy. For this, PCR-DGGE, ARISA-PCR, cloning,
sequencing, structural and ultrastructural analysis were used. The results showed that there is an
endophytic bacterial community, composed of members of a, 3, y-proteobacteria, actinobacteria
and cyanobacteria, which colonizes the microplants. The converging results of PCR-DGGE and
ARISA-PCR showed that this community changed in its structure and diversity according to its
niche of colonization and the period of cultivation of the host plant, without renewal of culture
medium. The action of antibiotics influenced the bacterial community structure, promoting
differential impacts on each bacterial group evaluated. Antibiotictherapy did not promote the total
elimination of endophytic bacteria. However, the treatments caused changes in bacterial
community, resulting in reduced growth of roots and other histological changes in the root system
of the microplants. The ultrastructural analysis confirmed the presence of endophytic bacteria
colonizing the intracellularly the leaf mesophyll and the cortex of roots, even after
antibiotictherapy. Thus, it is concluded that in asymptomatic pineapple microplants there is an
intracellular endophytic bacterial community, breaking the main paradigm of plant tissue culture,
in which axenic microplants are mandatory.

Keywords: Bacteria; Endophytes; Ananas; Micropropagation; Antibiotics; Axenic.
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1 INTRODUCAO

O cultivo in vitro de plantas, ou cultura de tecidos vegetais, abrange variadas técnicas de
biotecnologia vegetal, dentre as quais destaca-se a micropropagacdo, que € uma excelente
alternativa para a obtencdo de mudas de inUmeras culturas, dentre elas a do abacaxizeiro
(TEIXEIRA et al., 2001; FIROOZABADY; GUTTERSON, 2003). A cultura de tecidos vegetais
é utilizada como base para o estabelecimento de propagacao clonal rapida; na limpeza clonal via
cultura de meristemas; como ferramenta para acelerar as técnicas de melhoramento genético,
além de auxiliar estrategicamente estudos sobre a interacdo planta-microrganismo (DUVAL;
CALDAS; RESENDE, 1998; FERREIRA; CALDAS; PEREIRA, 1998).

A interagdo entre plantas e bactérias tem sido bastante explorada tanto no aspecto da
patogenicidade, quanto em relacdo ao mutualismo ou simbiose de bactérias endofiticas. As
bactérias endofiticas sdo aquelas que habitam o interior de um vegetal em ao menos um periodo
de seu ciclo de vida (CARROLL, 1986; PETRINI, 1991), colonizando os tecidos e ocupando 0s
espacos intra e intercelulares, sendo encontradas em todos os 6rgdos, sem causar danos ao
hospedeiro ou desenvolver estruturas externas visiveis (AZEVEDO et al., 2000; AZEVEDO,;
ARAUJO, 2003; HALLMANN et al., 1997; STROBEL, 2003). Em uma relacdo mutualistica as
bactérias endofiticas sdo capazes de interagir no metabolismo e fisiologia vegetal de maneira a
favorecer o desenvolvimento da planta hospedeira, principalmente pela producéo de reguladores
de crescimento (RYAN et al., 2008; SCHULZ; BOYLE, 2005; TSAVKELOVA et al., 2006).

O controle das condicBes ambientais e nutricionais na micropropagacao facilita a
interpretacdo de possiveis alteracdes morfofisioldgicas, nas microplantas, decorrentes da
interacdo com bactérias endofiticas. Neste contexto, varios estudos investigaram os beneficios da
inoculagdo artificial de bactérias endofiticas ou “biotizagdo” em microplantas, demonstrando o
potencial benéfico dessa interacdo (CANUTO et al., 2003; GOVINDARAJAN et al., 2006;
SCHERLING et al., 2009; WEBER et al., 2003). Entretanto, diante do conceito chave de assepsia
no ambiente in vitro, sdo raros os estudos que abordam as bactérias endofiticas, na cultura de
tecidos, como microrganismo verdadeiramente endofiticos e que podem trazer beneficios a

planta.
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As microplantas cultivadas sem a evidéncia de contaminagcdo microbiana epifiticamente
ou no meio de cultura, sdo consideradas axénicas. Ou seja, plantas livres de qualquer organismo
Vivo, seja esse externo ou endofitico. Sendo assim, a deteccdo de bactérias na micropropagacao
faz com que essas sejam automaticamente consideradas contaminantes prejudiciais e diferentes
abordagens séo prontamente utilizadas para a sua remogéo ou eliminagcdo (ODUTAYO et al.,
2007; REED; TANPRASERT, 1995). Dentre as abordagens de descontaminacéo destaca-se 0 UsoO
de antibioticoterapia, na qual as microplantas ou explantes sdo imersos em solucdes de
antibidticos, ou esses sdo adicionados ao meio de cultura (CASSELLS, 1991; LEIFERT;
RITCHIE; WAITES, 1991). Além dos esperados efeitos bactericidas ou bacteriostaticos nas
bactérias contaminantes, a antibioticoterapia traz riscos de fitotoxicidade e ainda o pouco
mencionado, efeito sob a comunidade bacteriana endofitica natural, enddégena da microplanta. Os
possiveis danos as plantas sdo identificados por alteracdes morfoldgicas, mas em relacdo a

comunidade bacteriana endofitica, pela sua caracteristica criptica, pouco se conhece.

As técnicas tradicionais utilizadas para avaliar a comunidade endofitica de plantas séo
deficientes quanto aos microrganismos que ndo se adaptam facilmente as condicGes de
culturabilidade normalmente testadas (ANDREOTE, 2007). Sendo assim, técnicas independentes
de cultivo baseadas na analise do gene 16S rRNA para bactérias constituem excelentes
alternativas para o estudo de estrutura e diversidade de comunidades bacterianas endofiticas, sem
a necessidade de isolamento. A aplicacdo de técnicas de microscopia eletrdnica de varredura,
aliada as técnicas de PCR-DGGE e PCR-ARISA permitem uma complementacdo nos estudos
dessas comunidades e a identificacdo e caracterizacdo de bactérias endofiticas, superando as

limitagOes devidas a baixa culturabilidade.

Neste contexto, carecem estudos que sejam capazes de consolidar uma abordagem
interdisciplinar sobre a comunidade bacteriana endofitica em microplantas consideradas axénicas;
trazendo informagdes que contribuam para o melhor entendimento dessa interagdo, focando na
capacidade dessas bactérias em promover alteracfes positivas nas plantas, nos efeitos da
antibioticoterapia em bactérias endofiticas e nas respostas desses efeitos na morfofisiologia

vegetal.
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Sendo assim, procurou-se investigar as seguintes hipéteses:

1) As microplantas de abacaxizeiros mesmo sendo consideradas axénicas, apresentam
uma comunidade endofitica composta por bactérias fastidiosas ou ndo-cultivaveis, portanto

técnicas independentes de cultivo devem ser necessariamente aplicadas para seu estudo;

2) Tendo em vista que as microplantas sdo mantidas sob condicBes assépticas, sem
sinal de contaminacdo microbiana e que ainda assim persistem bactérias com colonizacdo restrita
aos tecidos internos e independente do periodo de cultivo da planta hospedeira, essa comunidade
endofitica é pouco diversa, entretanto, dispersa de maneira diferenciada por todos os 6rgéos das
microplantas, quebrando o paradigma da existéncia de plantas verdadeiramente axénicas na

cultura de tecidos vegetais;

3) O uso de diferentes combinacgdes de antibidticos, com mecanismos e espectros de
acao distintos, adicionados ao meio de cultura das microplantas, resulta na alteracdo da estrutura
e diversidade da comunidade bacteriana endofitica, que por sua vez é capaz de influenciar o
desenvolvimento das plantas hospedeiras.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Comprovar a presenca de bactérias endofiticas em microplantas de abacaxizeiro (Ananas
comosus (L.) Merrill) cv. IAC Gomo-de-mel consideradas axénicas e investigar a possivel

influéncia dessas na morfofisiologia vegetal apds antibioticoterapia.

2.2 Objetivos especificos

a) Por meio de técnicas dependentes e independentes de cultivo, avaliar a presenca de
bactérias endofiticas em microplantas assintomaticas, evidenciando que podem existir plantas
descontaminadas, porém ndo axénicas, no cultivo in vitro que atendam as exigéncias

fitossanitarias;

b) Verificar possiveis alteraces na estrutura da comunidade bacteriana endofitica em
diferentes érgdos de microplantas e em microplantas cultivadas sob diferentes periodos, usando
os métodos de PCR-DGGE e PCR-ARISA;

C) Avaliar o efeito da antibioticoterapia na diversidade e estrutura da comunidade
bacteriana endofitica em microplantas, por meio de PCR-DGGE e sequenciamento de bandas, e
possiveis alteracbes morfofisiologicas em microplantas pela acdo dos antibi6ticos nessas

comunidades.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Cultura de tecidos vegetais

A cultura de tecidos vegetais, ou cultura in vitro de plantas pressupde o cultivo de plantas
ou partes de plantas (explantes) em meio de cultura apropriado e livre de contaminantes, sob
condigbes de temperatura, umidade, fotoperiodo e irradidncia controlados, em sala de
crescimento, sob condigdes assépticas (GEORGE; HALL; DE KLERK, 2008). A cultura in vitro
engloba um conjunto de técnicas constituindo uma parte fundamental da biotecnologia vegetal.
Suas aplicacbes tém-se mostrado de enorme importancia pratica na propagacao de espécies de
interesse comercial, também conhecida por micropropagacdo, funcionando como alternativa a
propagacdo vegetativa tradicional (KERBAUY, 1997; MANTELL; MATTHEWS; McKEE,
1994). Na micropropagacéo o objetivo é obter em larga escala e em um curto periodo de tempo,
plantas livres de patdgenos e idénticas a original, ou seja, realizar de maneira asséptica uma
clonagem vegetal, a qual é definida como uma propagacéo assexuada de células ou organismos
de modo a obter novos individuos, mantendo-se o gendtipo idéntico aquele do ancestral comum
(TORRES et al., 2000).

A cultura de tecidos vegetais € utilizada como base para o estabelecimento de propagacéo
clonal rapida; na limpeza clonal via cultura de meristemas; na hibridacdo somética por meio da
fusdo de protoplastos; na conservacao de recursos genéticos in vitro, estabelecendo-se os bancos
de germoplasma; na sintese de metabdlicos secundarios a partir de suspensfes celulares; na
producdo de sementes sintéticas, dentre outras aplicacdes (TORRES; CALDAS; BUSO, 1998).
De maneira geral a cultura in vitro tem sido considerada uma ferramenta quase indispensavel
para acelerar as técnicas de melhoramento genético convencional, além de auxiliar
estrategicamente estudos sobre a interacdo planta-microrganismo (DUVAL; CALDAS;
RESENDE, 1998; FERREIRA; CALDAS; PEREIRA, 1998). Entretanto, para o sucesso do
cultivo in vitro é preciso ter conhecimento da biologia vegetal no que se concerne aos aspectos
anatdmicos, fisiologicos, bioquimicos e genéticos. E ao mesmo tempo, por outro lado, podem-se
aprofundar os conhecimentos sobre esses mesmos aspectos, a partir do seu estudo em
microplantas. I1sso porque, as mesmas vias bioquimicas e metabdlicas basicas que funcionam nas

plantas sdo conservadas nas células in vitro, sendo que alguns processos, podem ser inativados e
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controlados pelas condigdes de cultivo e pelo estado de diferenciacdo das células (GEORGE;
HALL,; DE KLERK, 2008).

Para compreensdo dos fendbmenos que ocorrem nas diversas técnicas de cultivo in vitro, é
preciso o esclarecimento sobre dois conceitos centrais: totipoténcia e morfogénese. As plantas,
devido a sua natureza séssil e & necessidade de superar extremas condi¢cdes ambientais e de
predacdo, desenvolveram uma grande habilidade de adaptacdo em seus processos de crescimento
e desenvolvimento. Essa plasticidade permite que as plantas alterem seu metabolismo moldando-
0 de maneira mais adequada ao ambiente. No que se refere aos processos de regeneragdo in vitro,
esse potencial adaptativo se reflete na capacidade de iniciar a divisdo celular a partir de
praticamente qualquer tecido da planta e regenerar 6rgdos perdidos ou subtraidos, respondendo
metabolicamente diferente a cada estimulo (SLATER; SCOTT; FOWLER, 2003). Por sua vez, as
vias de regeneracdo sdo fundamentadas na capacidade das células vegetais em proliferarem e
organizarem-se em tecidos e, eventualmente, em plantas completas (KERBAUY, 1997,
MANTELL; MATTHEWS; McKEE, 1994). Essa capacidade é denominada totipoténcia e
considera que as células vegetais manifestam, em momentos diferentes e sob estimulo

apropriado, a potencialidade de iniciar novo individuo multicelular (TORRES et al., 2000).

A morfogénese vegetal é a integracdo entre os processos de crescimento (mudancas
quantitativas) e diferenciacdo (alteragdes qualitativas), mediada por divisdo e especializagédo
celular, conduzindo a uma estrutura organizada e caracteristica (HANDRO; FLOH, 1990). A
morfogénese € o resultado de um complexo controle hormonal multiplo, espacial e temporal,
atraves da regulacdo e expressdo de sistemas génicos maltiplos. Na planta intacta é mediada pela
acdo correlativa dos meristemas e de seus produtos. Na cultura de tecidos vegetais, ao se romper
as correlacdes enddgenas os tecidos ficam sujeitos as condi¢des exdgenas, representadas no caso
pelos fitorreguladores adicionados ao meio de cultura (GUERRA; NODARI, 2006), ou ainda por
aqueles produzidos pela a¢do de bactérias endofiticas. A cultura de tecidos vegetais permite a
realizacdo de diversos estudos sobre alteracdes morfofisioldgicas das plantas (HAZARIKA,

2006) fazendo com que seja possivel uma melhor compreensao desses fenémenos.
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3.2 Bactérias endofiticas

Uma extensa variedade de definicbes ja foi utilizada para o termo enddfito e
consideracBes sobre cada definicdo podem levar a diferentes interpretacfes. Nesta tese sera
considerado que microrganismos endofiticos sdo aqueles que habitam o interior de um vegetal em
ao menos um periodo de seu ciclo de vida (CARROLL, 1986; PETRINI, 1991), e que podem ser
isolados de um tecido vegetal desinfestado superficialmente ou extraidos de partes internas de
tecidos vegetais (HALLMANN et al., 1997). Sdo aqueles microrganismos que colonizam 0s
tecidos internos de plantas (STROBEL, 2003), ocupando os espacos intra e intercelulares, sendo
encontrados, de modo geral, em todos o0s 6rgdos, sem causar danos ao hospedeiro ou desenvolver
estruturas externas visiveis (AZEVEDO et al., 2000; AZEVEDO; ARAUJO, 2003;
HALLMANN et al., 1997). Distinguem-se dos patogénicos, que causam doencas nas plantas, e
dos epifiticos que vivem na superficie dos vegetais (AZEVEDO, 1998). Entretanto, ainda assim,
a distincdo entre microrganismos endofiticos, epifiticos e patogénicos € dificil, pois um
microrganismo endofitico pode tornar-se um patdgeno conforme as condi¢fes de ambiente; e um
microrganismo epifitico pode, eventualmente, entrar em uma planta e |4 permanecer por um
determinado periodo, causando ou ndo danos a mesma (AZEVEDO, 1998). Alguns autores
consideram que na maioria dos casos as relacfes entre os endofiticos e as plantas hospedeiras sao
simbidticas e provavelmente, mutualisticas (GUO et al., 2008).

O modo de dispersdo das bactérias pode ser via sementes, propagacao vegetativa, vento,
implementos agricolas ou insetos (BALDANI, 1997). Em geral, as bactérias endofiticas penetram
no tecido da planta, primariamente, através da zona radicular, pelo fato das raizes apresentarem
ferimentos durante a emergéncia de raizes secundarias laterais (JACOBS; BUGBEE;
GABRIELSON, 1985). Entretanto, aberturas naturais como estdmatos, hidatddios, lenticelas,
ferimentos causados por insetos ou demais injarias mecanicas também constituem outra
possibilidade de entrada (HUANG, 1986; QUADT-HALLMANN; HALLMANN; KLOEPPER,
1997; KOBAYASHI; PALUMBO, 2000). Ocorre também a entrada de forma ativa por meio da
degradacdo enzimética da parede celular da planta pela liberacdo bacteriana de enzimas
hidroliticas como celulases e pectinases (HALLMANN, et al., 1997). Uma vez dentro da planta
os enddfitos podem permanecer proximos ao local de entrada ou disseminarem-se de forma

sistémica dentro das células, nos espacos intercelulares ou no sistema vascular (HALLMANN et
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al. 1997; ZINNIEL et al., 2002). Em geral, tem-se que as bactérias endofiticas colonizam os
espacos intercelulares (REINHOLD; HUREK, 1988). Entretanto, com o passar do tempo, novos
estudos tém demonstrado a colonizacdo intracelular em arroz (SENTHILKUMAR et al., 2009;
YOU; ZHOU, 1989), batata (FROMMEL et al., 1991), trigo (GANTAR et al., 1991), gramineas
(HUREK et al., 1994), cana-de-acucar (JAMES; OLIVARES, 1998), algoddo (QUADT-
HALLMANN; HALLMANN; KLOEPPER, 1997), pinus (PIRTILLA et al., 2000), pupunheira
(ALMEIDA et al., 2009). Entdo, atualmente pode-se dizer que a colonizacdo endofitica pode ser
intracelular e limitada ao interior de algumas células, intercelular localizada e intra e intercelular,

ao mesmo tempo, de maneira sisttmica (STONE et al.; 2000).

Vaérios fatores podem afetar a colonizacdo e promover flutuagbes populacionais de
bactérias endofiticas; desde a densidade de in6culo, condi¢cBes ambientais, locais de origem e
gendtipo da planta hospedeira (ARAUJO et al., 2002; PILLAY; NOWAK, 1997;
ROSENBLUETH; MARTINEZ-ROMERO, 2006). Diversos estudos ja mostraram que existem
diferencas nas populagdes naturais de bactérias endofiticas encontradas entre as espécies vegetais
e entre partes da planta dentro de cada espécie (ADAMS; KLOEPPER, 2002; HALLMANN et
al., 1997; McINROY; KLOEPPER, 1995). Adams e Kloepper (2002) relataram efeitos genéticos
e morfofisiolégicos que contribuiram para diferencas significativas na colonizacdo de bactérias
endofiticas entre cultivares de arroz. Andreote et al. (2008) também notaram alteracdes na
comunidade endofitica composta por «, [-proteobctérias e actinobactérias durante o
desenvolvimento inicial de plantas de tabaco. A constatacdo de bactérias endofiticas em tecidos
de plantas saudaveis também tem sido relatada frequentemente para muitas espécies cultivadas, e
em diferentes estagios de crescimento (BACON; HINTON, 2006; McINROY; KLOEPPER,
1995; MISAGHI; DONNDELINGER, 1990; PALUS et al., 1996; STURZ, 1995), sendo que 0s
grupos mais comumente relatados incluem as «, f, j-proteobactérias, firmicutes e
actinobacterias, destacando-se os géneros Azospirillum, Gluconacetobacter, Methylobacterium,
Herbaspirillum, Burkholderia, Citrobacter, Enterobacter, Klebsiella, Pantoea, Pseudomonas,
Serratia, Stenotrophomonas, Bacillus, Paenibacillus, Arthrobacter, Curtobacterium,
Microbacterium, Streptomyces (ROSENBLUETH; MARTINEZ-ROMERO, 2006).
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3.3 Bactérias endofiticas no desenvolvimento vegetal

As bactérias endofiticas estdo protegidas pela planta hospedeira dos estresses ambientais e
da competicdo microbiana, e parecem ser onipresentes nos tecidos vegetais, tendo sido isoladas
de flores, frutos, folhas, caules, raizes, e sementes de varias espécies vegetais (McINROY;
KLOEPPER, 1995; KOBAYASHI; PALUMBO, 2000). As bactérias endofiticas podem formar
diferentes associagdes com a planta hospedeira, incluindo simbiose, mutualismo, comensalismo e
trofobiose (RYAN et al., 2008); recebem nutrientes e protecdo da planta hospedeira e produzem
compostos quimicos como enzimas, alcaldides e antibidticos, entre outros, que em certas
condicBes de estresse, causadas por restricdo hidrica ou presenca de patdgenos passam a ser
produzidos em maior intensidade beneficiando a planta hospedeira (SCHULZ; BOYLE, 2005;
SELOSSE; BAUDOIN; VANDENKOORNHUYSE, 2004; STURZ; CHRISTIE; NOWAK,
2000). As comunidades bacterianas endofiticas, em associacdo com diferentes tecidos vegetais,
podem atuar em processos essenciais para o desenvolvimento vegetal, como por exemplo, no
auxilio para a obtengdo de nutrientes (fixagdo de nitrogénio, solubilizagdo de fosfato inorganico)
(REINHOLD-HUREK; HUREK, 1998; RODRIGUES; FRAGA, 1999; TEIXEIRA et al., 2007),
promovendo o crescimento vegetal por meio de producdo de fitormonios (STURZ et al., 1997;
WELBAUM et al., 2004), ou até mesmo atuando contra patdgenos, seja por antibiose direta
(BROADBENT et al.,, 1971; STURZ et al.,, 1999) ou pela inducdo de resisténcia sistémica
vegetal (MEGURO et al.,, 2004), aumentando a toleréncia a seca (NOWAK; ASIEDU;
LAZAROVITS, 1995; SILVA et al., 2009) e até a restri¢do nutricional (CHANWAY, 1998).

Para alguns pesquisadores o papel mais importante das bactérias endofiticas sobre a
fisiologia da planta hospedeira é que essas podem desempenhar relevante funcdo para a sanidade
vegetal, ja que atuam como agentes controladores de microrganismos fitopatogénicos, além de
promover resisténcia ao estresse, elicitar resisténcia a insetos, nematoides e até proteger a planta
contra herbivoros (CARROLL, 1988; HALLMANN; SIKORA, 1996; AZEVEDO et al., 2000;
STURZ; NOWAK, 2000). Outros estudos tambem tém focado no uso de bactérias endofiticas
como agentes de controle bioldgico de pragas e doencas (BACKMAN; SIKORA, 2008; BACON;
HINTON, 2002; COMPANT et al., 2005b); como bioherbicidas e na biorremediacdo de solos
contaminados com poluentes (AZEVEDO, 1998; SAMANTA et al., 2002; MOORE et al., 2006;

NAKATANI et al., 2008). Mas, o enfoque mais estudado na interacdo entre bactérias endofiticas
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e plantas é a promocdo do crescimento vegetal que se da principalmente pela producdo de
fitorm6nios como as auxinas, citocininas, giberelinas, acido abscisico e etileno (TSAVKELOVA
et al., 2006). A producdo desses fitormdnios ja foi relatada em bactérias como Acetobacter,
Alcaligenes, Azospirillum, Bacillus, Enterobacter, Erwinia, Gluconoacetobacter, Herbaspirillum,
Pantoea e Pseudomonas, Stenotrophomonas (BOTTINI; CASSAN; PICCOLI, 2004;
CERIGIOLI, 2005; HARDOIM; OVERBEEK; ELSAS, 2008; KUKLINSKY-SOBRAL et al.,
2004; PATTEN; GLICK, 2002; ZAKRAHOVA, 1999). Com destaque para a producdo do &cido
indol acético (AlA), que é a principal auxina de ocorréncia natural nos vegetais superiores, mas
também é sintetizada por bactérias endofiticas resultando em efeitos fisioldgicos na planta, pela
promocdo do crescimento de caules e coledptilos, desenvolvimento de frutos, indugdo a
diferenciacdo vascular, e principalmente, na formacdo de raizes laterais e adventicias (TAIZ;
ZEIGER, 2004), contribuindo para o aumento da capacidade de obtencdo de agua e nutrientes,

aumentando as chances de melhor desenvolvimento e sobrevivéncia das plantas.

3.4 Bactérias endofiticas na micropropagacao

Na avaliacdo do comportamento de microrganismos endofiticos, Serafini et al. (2002)
destacam a importancia da técnica de cultura in vitro, no estudo da relacdo entre esses
microrganismos e a planta micropropagada. O estudo dessa interacdo, diante do controle das
condi¢cbes ambientais e do conhecimento exato da composicdo do meio de cultura é
extremamente facilitado (ALMEIDA et al., 2005). Almeida et al. (2009) revelaram a presenca de
bactérias endofiticas colonizando internamente os tecidos de microplantas de pupunheira, e
técnicas de PCR-DGGE e sequenciamento permitiram a identificacdo de trés diferentes
filogrupos, revelando alta similaridade com Moraxella sp., Brevibacillus sp. (y-proteobactérias) e
cianobacteria ndo-cultivavel. Também com o auxilio de técnicas dependentes e independentes de
cultivo, na cultura de tecidos de falsa-acacia foram identificadas bactérias dos géneros
Acidovorax, Dyella, Microbacterium e Sphingomonas (BOINE; NAUJOKS; STAUBER, 2008);
de menta, Agrobacterium, Xanthomonas, Pseudomonas e Micrococcus (BUCKLEY; DeWILDE;
REED, 1995), de morangueiro, Bacillus e Sphingopyxis (DIAS et al., 2009); de damasqueiro,
Bacillus, Sphingomonas e Micrococcus (MARINO; ALTAN; BIAVATI, 1996); de pessegueiro,
Sphingomonas e Bacillus (MARINO et al., 2009); de ginseng siberiano no qual foram
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identificadas varias bactérias cultivaveis e ndo-cultivaveis pertencentes aos grupos das firmicutes
e y-proteobactérias (MULLER; DORING, 2009); de crisantemo, Curtobacterium (PANICKER et
al., 2007); de pinus, Methylobacterium e Pseudomonas (PIRTILLA et al., 2000); de bananeira,
Bacillus, Brevibacillus, Paenibacillus, Virgibacillus, Staphylococcus, Cellulomonas,
Micrococcus, Corynebacterium, Kocuria, Paracoccus, Pseudomonas e Acinetobacter
(THOMAS; SOLY, 2009); de meloeiro, Bacillus, Pseudomonas e Aeromonas (THOMAS,
2004a); de videira, Bacillus (THOMAS, 2004b); de mamoeiro, Pantoea, Enterobacter,
Brevundimona, Sphingomonas, Methylobacterium, Agrobacterium, Microbacterium e Bacillus
(THOMAS et al., 2007); dentre outras.

Tendo em vista toda a diversidade de bactérias endofiticas isoladas de microplantas ou
plantas do ambiente ex vitro, varios estudos ja propuseram-se a investigar beneficios da
inoculacdo artificial dessas bactérias ou “biotizacdo” acreditando no potencial de indugdo de
alteracdes no metabolismo e desenvolvimento vegetal. E as principais respostas desses estudos
foram a promocédo de crescimento in vitro e a inducdo de resisténcia as microplantas (NOWAK,
1998). Neste sentido, diante da inoculagdo artificial de bactérias endofiticas em microplantas de
cana-de-agucar, Canuto et al. (2003) verificaram que bactérias do género Gluconacetobacter,
Herbaspirillum, Azospirillum e Burkholderia promoveram maior acimulo de massa seca total das
plantas, e Govindarajan et al. (2006) com inoculacdo de Burkholderia viethamiensis também
verificaram aumento de biomassa quando as microplantas foram levadas ao campo. Ainda em
microplantas de cana-de-agucar, Mirza et al. (2001) relataram um incremento no peso de raizes e
parte aérea ap0s a inoculacdo com bactérias dos géneros Enterobacter e Klebsiella, previamente
isolados de planta cultivados no ambiente ex vitro. Em microplantas de louro-americano foi
realizada a inoculacdo com Streptomyces, a qual resultou na promogdo de resisténcia a mancha
causada pelo fungo Pestalotiopsis sydowiana. Enquanto que Dias et al. (2009) verificaram que
bactérias dos géneros Bacillus e Sphingopyxis isolados da propria cultura de meristemas de
morangueiro eram capazes de produzir AIA e solubilizar fosfato. Scherling et al. (2009) apés a
inoculacédo de isolados de Paenibacillus sp. em microplantas de alamo verificaram alteragdo nos
padrdes de fixacdo de nitrogénio, sugerindo uma interacdo mutualistica entre a bactéria e a
microplanta. Em relacdo ao metabolismo de nitrogénio, calos de arroz inoculados com
Azorhizobium caulinodans mostraram aumentos significativos no contetdo de proteinas totais,
nitrogénio e atividade da nitrogenase (SENTHILKUMAR et al., 2008). Especialmente em
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abacaxizeiros, a inoculagdo de Asaia bogorensis e Burkholderia cepacia resultou na promogéo do
crescimento das microplantas (WEBER et al., 2003a).

Mesmo diante de respostas tdo contundentes em relacdo aos beneficios da interacdo
microplanta-bactéria, e apesar de muitos estudos relatarem a presenca constante de bactérias
endofiticas no cultivo in vitro, na maioria das vezes as relaciona como patdgenos latentes,
inativos ou emergentes (ODUTAYO et al.,, 2007; REED; TANPRASERT, 1995). Portanto,
qualquer vislumbre da presenca de bactérias endofiticas € prontamente abordado como
contaminacdo microbioldgica, que deve ser prevenida, reduzida ou eliminada o quanto antes.
Uma vez que um dos principais objetivos da técnica de micropropagacdo €, justamente obter
plantas assépticas, 0s microrganismos passaram a ser sindnimos de contaminacdo prejudicial
(LEIFERT; WAITES; NICHOLAS, 1989; LEIFERT; CAMOTTA; WAITES, 1992; REED;
TANPRASERT, 1995). A associacdo natural de bactérias endofiticas e microplantas pode ser
mais freqliente do que se é relatado, e pode estar relacionada a caracteristicas morfofisioldgicas e
outros fatores do metabolismo vegetal real¢ados in vitro, mas faltam estudos para avaliar de
maneira profunda essa associacdo, pois quase sempre gque esta é notada sem que haja uma
inoculacdo intencional, acaba sendo aniquilada ou, ao menos, alterada pelo uso de

antibioticoterapia.

3.5 O efeito de antibidticos sobre bactérias

Os antibioticos na sua defini¢do classica sdo substancias produzidas por microrganismos
que inibem ou matam outros microrganismos (MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 1996). O
termo antibidtico tem sido utilizado de modo mais restrito para indicar substancias que atingem
bactérias, embora possa ser utilizado em sentido mais amplo. Sdo tidos como agentes
quimioterapicos “seletivamente” toxicos para bactéria matando-as (bactericida) ou inibindo seu
crescimento (bacteriostatico). Por definicdo, esses compostos devem atuar em estruturas
encontradas em bactérias, mas ndo no hospedeiro, sendo que sua concentracdo inibitoria minima
(CIM) refere-se @ menor concentracdo de um antibidtico que para o crescimento visivel de uma
bactéria (FOX, 2006). A literatura registra milhares de antibidticos, dos quais muitos sdo de
origem microbiana. Contudo, apenas algumas dezenas encontram emprego na medicina. Embora

os antibioticos, em sua maioria, sejam produzidos por microrganismos, alguns resultam de



33

modificacdo quimica de antibioticos conhecidos ou de metabolitos microbianos: por exemplo,
penicilinas e cefalosporinas semi-sintéticas, tetraciclinas e rifamicinas modificadas, clindamicina
e troleandomicina sdo apenas alguns. Ha também antibioticos obtidos inteiramente por sintese,
como € o caso de cloranfenicol (HARAGUCHI, 2000). Independente do seu modo de sintese,
para a maioria dos antibidticos j& existem relatos de resisténcia bacteriana. Mecanismos de
resisténcia a antibidticos podem ser divididos de maneira generalista em duas grandes classes: (a)
aqueles que alteram algum componente celular fazendo com que o antibidtico ndo consiga atingir
ou ndo interaja normalmente com seu sitio alvo e (b) aqueles que levam a modificacGes quimicas
e subsequentemente, a inativacdo do antibidtico. A geracdo desses dois tipos de resisténcia em
bactérias é controlada por fatores ambientais. Resisténcia do tipo a que tem origem numa
alteracdo mutacional de um componente celular sdo mais comuns em experimentos laboratoriais,
enguanto que em casos clinicos sdo mais raras. Ja, as resisténcias do tipo b geralmente séo
encontradas apenas em casos clinicos, estando normalmente associadas a um elemento
extracromossomico ou plasmidial (BENVENISTE; DAVIES, 1973).

Os antibidticos sdo geralmente agrupados de acordo com sua origem, biossintese, espectro
de acdo, estrutura quimica ou mecanismo de acdo (Figura 1). Sendo que em bactérias, 0s mais
importantes alvos da acdo de antibidticos sdo: parede celular, membrana citoplasmatica, e 0s
processos de biossintese de proteinas e acidos nucléicos (DE GAUDIO, 2006; MADIGAN;
MARTINKO; PARKER, 1996). Entretanto, nenhuma delas é plenamente satisfatéria, e por
razdes didaticas os antibidticos de interesse clinico podem ser classificados nas seguintes classes:
penicilinas; cefalosporinas; monobactamas; anfenicois; tetraciclinas; polipeptidios; poliénicos;
macrolidios; aminoglicosideos; ansamicinas; antraciclinas; lincomicinas; nucleosidios;
glutarimidas; poliéter ion6foros e outros (HARAGUCHI, 2000). Nesta tese terdo destaque 0s

grupos de penicilinas, tetraciclinas, aminoglicosideos e quinolonas.
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DNA girase:
Ac. Nalidixico
Quinolonas

(Ciprofloxacina) )
RNA polimerase:

Rifampicina

Sintese da parede celular:
Penicilinas
(Ampicilina)
Cefalosporinas
Fosfomicina
Vancomicina
Bacitracima

Sintese de
proteinas (508):
Eritromicina
Cloranfenicol

Metabolismo do
acido folico:
Trimetroprina
Sulfonamidas

Sintese de
proteinas (30S):
Tetraciclinas
Estreptomicina
{Gentamicina)

Membrana
citoplasmatica:
Polimixinas

Ribossomos

Figura 1 — Modo de acdo da maioria dos antibi6ticos em bactérias. THF: tetraidrofolato; DHF: dihidrofolato; PABA:
acido para-amino-benzéico. (Adaptado de MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 1996)

As penicilinas constituem um dos grupos mais importantes de antibi6ticos, originalmente
produzidos pelo fungo do género Penicillium, mas hoje em dia j& existe um grande nimero de
derivados naturais e semi-sintéticos. Todas as penicilinas tém a mesma estrutura basica: acido 6-
aminopenicilanico, que tem um anel tiazolidinico e um anel B-lactdmico fusionado. O ndcleo das
penicilinas é o principal requisito estrutural para sua atividade bioldgica. Todos os antibidticos f3-
lactamicos (penicilinas e cefalosporinas) interferem na parede celular bacteriana. O anel B-
lactamico interage com proteinas denominadas PBPs (penicillin binding protein), inibindo a
enzima envolvida na transpeptidacdo, responsavel pela ligacdo entre as cadeias de tetrapeptideos
do peptidoglicano, polissacarideo da parede celular bacteriana (LACAZ, 1975). Com isso, ha o
impedimento da formacdo das ligacbes entre os tetrapeptideos de cadeias adjacentes de
peptidoglicano, ocasionando uma perda na rigidez da parede celular (MADIGAN; MARTINKO;
PARKER, 1996). Como o meio interior a parede é hiperosmotico, sem uma parede rigida ocorre

afluxo de agua do exterior acarretando a lise bacteriana. Outro mecanismo de acéo das penicilinas
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¢ a ativacdo de enzimas autoliticas na parede celular, tendo com resultado também a lise celular
bacteriana (FOX, 2006). Muitas penicilinas exibem pouca atividade contra bactérias Gram-
negativas, uma vez que ndo penetram a membrana externa. Entretanto, outras penicilinas, como
as cefalosporinas, cefotaxima e ampicilina sdo ativas também contra bactérias Gram-negativas e
apresentam maior estabilidade a hidrélise por p-lactamases, que representam o principal
mecanismo de resisténcia de bactérias as penicilinas uma vez que sdo enzima que clivam o anel

B-lactamico, inativando o antibidtico (LACAZ, 1975).

A tetraciclina, o protétipo desta familia de antibidticos, foi obtida por hidrélise da 7-
clortetraciclina. Posteriormente surgiram novas tetraciclinas e todas se caracterizam por
apresentar o esqueleto do octaidronaftaceno, sistema formado por quatro anéis condensados, e
pelo seu amplo espectro de acdo, e eficaz contra muitas espécies de bactérias, tanto Gram-
negativas quanto positivas, e até contra alguns protozoarios. As tetraciclinas sdo bacteriostaticos
que atuam por inibicdo da sintese de proteinas. Ligam-se a subunidade ribossomal 30S (sitio A),
bloqueando a unido de tRNA (RNA de transferéncia) ao complexo ribossémico de mRNA (RNA
mensageiro) (LACAZ, 1975). Essa ligacdo reversivel ocorre nos microrganismos sensiveis,
ocasionando a inibicdo da sintese de proteinas. H& algumas estirpes resistentes por um de dois
mecanismos, que adquirem através de genes em plasmideos de outras bactérias. Um desses genes
codifica uma proteina que ativamente expulsa a tetraciclina da célula. O outro codifica uma

proteina que se liga ao ribossomo ndo permitindo a acdo das tetraciclinas (STANFORD, 1995).

Aminoglicosideos comp&e um grupo de farmacos compostos por um grupo amino e um
grupo glicosideo. Os antibidticos dessa classe sdo bactericidas, inibidores de sintese protéica das
bactérias sensiveis, maioria das bactérias aerdbias Gram-negativas e algumas Gram-positivas. Os
aminoglicosideos (canamicina, gentamicina, estreptomicina, neomicina), de maneira similar ao
que ocorre na acdo de tetraciclinas, inibem a sintese de proteinas nas bactérias, ao ligarem-se a
subunidade 30S do ribossomo bacteriano, impedindo a leitura correta do RNA mensageiro e,
consequentemente, sintese da proteina correspondente. Essa acdo € irreversivel, impedindo a
iniciacdo da sintese protéica e ainda reduzem a sintese ja iniciada (FOX, 2006). A resisténcia de
algumas estirpes é devida a existéncia de enzimas que inativam o antibidtico. Existem mais de
nove tipos de enzimas ndo relacionadas, que acetilam, fosforilam ou adelinam os
aminoglicosideos. Os genes que codificam essas enzimas sdo espalhados de bactérias resistentes

para bactérias ainda susceptiveis através da recombinacdo sexual bacteriana, com troca de
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plasmideos ou transposons de DNA. Pode haver sinergismo entre aminoglicosideos e [3-
lactdmicos, uma vez que esses Ultimos inibem a sintese de parede celular, aumentando a

permeabilidade das bactérias e facilitando a entrada dos aminoglicosideos (LACAZ, 1975).

As quinolonas e fluoroquinolonas sdo grupos relacionados de antibioticos, derivados do
acido nalidixico, efetivos contra bactérias Gram-negativas e positivas. As quinolonas, antibidticos
bactericidas, agem sobre a subunidade A da enzima bacteriana DNA-girase (DNA topoisomerase
I1), importante na desnovelacdo do DNA na divisao celular da bactéria. As quinolonas impedem a
funcdo da DNA topoisomerase Il, provocando o relaxamento da espiral de DNA que ocupara um
grande espaco dentro do citoplasma, levando ao rompimento da célula bacteriana; producdo de
exonucleases; degradacdo cromossomial, por fim prejudicando a duplicacdo do DNA, fazendo
com que a bactéria cesse sua multiplicacdo (FOX, 2006). A ciprofloxacina, que é uma
fluoroquinolona sintética com amplo espectro, ficou conhecida internacionalmente devido as
encomendas realizadas pelo governo dos EUA ap6s o surto de terrorismo bioldgico em 2001 e
2002, em que antrax de alta viruléncia foi enviado em p6 dentro de correspondéncia enderecada a
politicos e figuras publicas (SOUZA et al., 2004). Ha resisténcia as quinolonas de alguns Gram-
positivos, nomeadamente Streptococcus, além de estirpes resistentes de Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa (ESPINOLA et al., 1994).

3.6 O uso de antibi6ticos nas plantas

Devido a grande importancia de uso de antibiéticos no combate de doencas no homem,
juntamente com fatores econémicos relacionados a industria farmacéutica, pesquisadores foram
dissuadidos a explorarem de uso desses agentes contra doencas de plantas (ANDERSON;
GOTTLIEB, 1952). Desde a década de 50 até hoje existem tentativas de aproveitar todo potencial
bactericida ou bacteristatico dos antibioticos, mesmo que em acdes localizadas, para tentar
minimizar prejuizos causados pela fitopatogenicidade de algumas bactérias em culturas de
importancia agrondmica (DEKKER, 1963).

Uma vez que prevenir ou evitar a contaminagdo microbiana na micropropagacao € tido
como ponto critico para o sucesso da tecnica (REED; TANPRASERT, 1995), e tendo em vista

que a detecgdo de bactérias endofiticas ¢ dificil, pois permanecem “encobertas” internamente nos
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tecidos vegetais, 0 uso de antibioticoterapia tornou-se muito popular como alternativa de
eliminacdo de “contaminantes” do ambiente in vitro (CASSELLS, 1991; LEIFERT; RITCHIE;
WAITES, 1991; LEIFERT; WAITES; NICHOLAS, 1989; LEIFERT; CAMOTTA; WAITES,
1992). Os antibioticos considerados ideais para esta finalidade sdo os solGveis em agua, estaveis,
ndo afetados pelo meio de cultura e pelo pH, que ndo ocasionam efeitos colaterais, de amplo
espectro, bactericidas, passiveis de combinacdo, ndo indutores de resisténcia e que nao
apresentam toxidade ao homem (FALKINER, 1988; 1990). A combinacdo de antibidticos é
sugerida para promocao de efeitos sinergéticos, mas para tanto sdo necessarios estudos previos
para evitar o antagonismo, além disso, dependendo da concentracdo utilizada, a combinacéo de
antibidticos pode levar a fitotoxicidade, e por outro lado, o uso individualizado de antibioticos
repetidas vezes ainda pode induzir mais facilmente a mecanismos de resisténcia (BUCKLEY;
DeWILDE; REED, 1995; LEIFERT; CAMOTTA; WAITES,1992; REED; TANPRASERT,
1995).

A fitotoxicidade causada pelo uso de antibidticos em plantas pode resultar, dentre outros
efeitos, na inibicdo do potencial germinativo e reducdo no crescimento da plantula, inibicdo da
producdo de pigmentos resultando em clorose (BRIAN, 1957), promocdo de mortes de frutos e
vegetacdo de modo geral (CID; ZIMMERMANN, 2006). Visando evitar esses efeitos negativos
do uso da antibioticoterapia na cultura de tecidos vegetais, Tanprasert e Reed (1997) testaram
“concentragdes bactericidas minimas” para servirem como recomendacéo, tendo como base a
cultura do morangueiro e tiveram sucesso na eliminacdo, ao menos visual de Xanthomonas
campestris pv. vesicatoria e Pseudomonas corrugata diante do uso combinado de gentamicina,
estreptomicina e timetina na concentragdo de 50 mg.L™. Ainda assim, relatos de fitotoxicidade no
cultivo in vitro sdo comuns. Biasi (1995) testando o efeito do acido nalidixico, do cloranfenicol e
da estreptomicina sobre a cultura in vitro do abacateiro '‘Ouro Verde' constatou que a formagéo de
calos foi reduzida & metade e restringiu-se o comprimento das brotacGes, fazendo com que a
recomendacdo do uso desses antibidticos fosse restrita em casos de extrema necessidade,
dependendo da suscetibilidade do microrganismo contaminante e da concentragdo necessaria para
seu controle. Na cultura de calos de cenoura, 0 uso de antibidticos (carbecilina, vancomicina)
reduziu a taxa de crescimento pela metade (CHANG; SCHMIDT, 1991); em amoreira 0 uso de
canamicina (50 mg.L™) inibiu completamente a organogénese in vitro (FIOLA et al., 1990), em

batata 0 uso de antibioticos previamente selecionados em razdo da acdo bactericida sobre
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contaminantes da cultura, revelou que o aumento das concentracdes de cloranfenicol,
estreptomicina e tetraciclina no meio de cultura apresentou efeitos fitotoxicos severos sobre o
crescimento e taxa de multiplicacdo do material vegetal (PEREIRA, FORTES, 2003). Mais
severo foi o efeito em videira com o uso de higromicina, que foi letal as microplantas (PEROS;
TORREGROSA,; BERGER, 1998). Enquanto que na cultura in vitro de trigo, o uso de carbecilina
e cefatoximida promoveu aceleracdo da oxidagdo de calos e inibicdo da regeneracdo (YU; WEI,
2008). Paradoxalmente, alguns efeitos benéficos do uso de antibioticos na cultura in vitro
também foram relatados. Na embriogénese somatica de calos de cha-verde (Camellia sinensis)
houve um aumento da taxa de diferenciacdo em até 43% diante do uso de higromicina
(AOSHIMA, 2005). No cultivo de protoplastos de maracujazeiro, 0 uso de cefotaxima foi
relacionado ao aumento da eficiéncia de plagueamento de protoplastos isolados de mesofilo foliar
(OTONI et al., 1995).

Apesar de estudos terem comprovado a capacidade cumulativa de antibi6ticos em tecidos
vegetais com potencial prejudicial & microbiota do solo (DANIELS, 1982; KUMAR et al., 2005;
MCcINRQY et al., 1996) e na alimentacdo animal e humana (McMANUS et al., 2002; PEDROSO
et al., 2005) ainda hoje, na micropropagacdo a utilizacdo de antibidticos é bastante freqiiente,
tendo sido recomendada no momento inicial de descontaminagéo superficial ou com adigcdo ao
meio de cultura (ANDRADE et al., 2008). Recomendacbes como esta constam para a cultivo in
vitro da mangueira (ANDRADE et al., 2008), nogueira (MEYNIER; ARNOULD, 1989); avela
(REED et al.,, 1998), menta (BUCKLEY; DeWILDE; REED, 1995), ginseng (TENG;
NICHOLSON, 1997), girassol (TASKI-AJDUKOVIA;VASIC, 2005) e geranio (WOJTANIA,;
PULAWSKA; GABRYSZEWSKA, 2005). Mesmo assim, algumas vezes nem mesmo 0 USO
prolongado ou por curtos periodos mas sob elevadas concentracBes de antibiéticos conseguem
eliminar bactérias. Donato et al. (2005) testaram o uso de amoxicilina e cefatoxima sddica
durante 30 dias ou em elevadas concentracdes (300, 600 e 1000 mg.L™) e ainda assim, néo
tiveram sucesso na eliminacdo de bactérias (Acetobacter diazotrophicus) no cultivo in vitro de
cana-de-agucar. Fato similar ocorreu com o cultivo in vitro de pimenteira, teixo e ginseng
indiano, em que foram utilizados 12 antibioticos em diferentes concentrages, sem sucesso na

eliminacdo do que os autores chamaram de endofitos “constantes” (KULKARNI et al., 2007).

Antibidticos tém sido amplamente utilizados no controle de contaminagdo na cultura de

tecidos vegetais por cerca de 60 anos e por um periodo de tempo semelhante no tratamento topico
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de doencas bacterianas de frutiferas (KATZNELSON; SUTTON, 1951; McMANUS et al., 2002).
Desde a década de 80 ja surgem debates para um uso mais restrito e controlado de antibidticos
em plantas, visando justamente evitar a contaminacdo do solo, a inducdo de resisténcia e
eliminacdo indiscriminada de bactérias endofiticas (FALKINER; 1998). Cada vez mais duas
questdes relevantes devem ser levantas quanto ao uso de antibioticoterapia na cultura de tecidos
vegetais: 0 remanescente e cada vez mais grave, potencial de inducdo a resisténcia bactericida em
experimentos ndo relacionados & satde humana e, ndo menos importante, a real necessidade de se
tentar evitar a associacdo bactéria-microplanta, uma vez que varios efeitos benéficos podem ser
explorados a partir dessa associagdo. Agrava tal desconfianga, o fato que em agricultura, a
quantidade de antibidticos ou quimioterapicos usados esta sendo maior que no campo da saude
humana (AMABILE-CUEVAS, 2003) e além disso, uma dosagem ndo exata de antibioticos pode
provocar fitotoxicidade e tremendas perdas econémicas (CID; ZIMMERMANN, 2006).

3.7 O estudo de comunidades bacterianas endofiticas

Os métodos para analisar a diversidade microbiana e a fun¢do da comunidade podem ser
divididos em métodos dependentes e independentes de cultivo (JUCK et al., 2000), sendo que
ambos devem incluir técnicas de caracterizacdo genética (Van HAMME; SINGH; WARD, 2003).
Em métodos dependentes de cultivo, bactérias sdo isoladas de amostras ambientais e cultivadas
em meio de cultura. Porém, nesse tipo de analise, ocorre um processo seletivo no qual bactérias
gue ndo possuem a capacidade de se desenvolver nas condicdes aplicadas no isolamento, como
meio de cultura, temperatura e atmosfera de incubacdo ficam excluidas das analises (BAKONY
et al., 2003). Particularmente, no caso do estudo de bactérias endofiticas mesmo diante uma
colonizacdo ativa de varios tecidos vegetais, resultando numa associacdo complexa, duradoura,
generalizada, a caracteristica assintomatica ainda prevalece na planta hospedeira (BACON;
HINTON, 2006), impedindo desta forma se conhecer sobre sintomas e/ou aspectos morfoldgicos

de colbnias no habitat natural.

Sendo assim, para se avaliar comunidades microbianas tidas como ndo cultivaveis ou
fastidiosas, uma alternativa é o uso de técnicas moleculares baseadas na extragdo direta de
amostras ambientais. Por esta razdo, a mais de uma década métodos dependentes de cultivo tém

sido substituidos por técnicas de biologia molecular capazes de permitir 0 acesso a comunidade
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bacteriana em seu habitat natural, como a analise do gene de 16S rRNA (AMANN; LUDWIG;
SCHLEIFER, 1995). Nesse caso o principal beneficio das analises moleculares é a possibilidade
de estudar comunidades microbianas sem a necessidade do cultivo prévio, enquanto as analises
usando incubacdo no laboratorio (microbiologia classica) sdo indiretas e produzem mudancas
artificiais na estrutura e na atividade metabolica da comunidade bacteriana. Além disso, métodos
moleculares diretos preservam o ‘status’ metabodlico in situ e a composicdo da comunidade
microbiana (ALVAREZ, 2007).

3.7.1 Meétodos dependentes de cultivo

Os métodos tradicionais, dependentes de cultivo, sdo 0s mais comuns e estdo baseados
nas diferencas morfologicas, metabdlicas e fisioldgicas dos microrganismos. Isto inclui o
isolamento, cultivo e identificacdo em meio de cultura. A identificacdo microbioldgica tradicional
inclui a avaliacdo de caracteristicas macroscopicas (temperatura Otima de crescimento,
morfologia das col6nias) e microscopicas (tamanho, formato, padrGes de agregacdo celular,
mobilidade, presenca ou auséncia de flagelos, coloracdo Gram) para descricdo de caracteristicas
culturais e morfologia celular (HOLT, 1994). A técnica de coloracdo Gram permite distinguir 0s
dois principais grupos de bactérias por microscopia de luz. As bactérias Gram-positivas
apresentam uma parede espessa, homogeénea, geralmente ndo estratificada e predominantemente
constituida por peptidoglicano. Deste modo, o precipitado insoltvel que se forma por acdo do
mordente (solucdo de iodo), fica retido no interior da célula pela camada espessa de
peptidoglicano, logo, estas células ndo sdo descoradas permanecendo com a coloracdo conferida
pelo corante primario (violeta de cristal - pdrpura). Ja, as bactérias Gram-negativas apresentam
uma parede estratificada constituida por uma membrana externa e por uma camada mais interna
que contém peptidoglicano e que é mais fina que a das Gram-positivas. Deste modo, 0
precipitado insoluvel, que se forma por acdo do mordente, é removido (membrana externa é
parcial ou totalmente solubilizada pelo agente descolorante — alcool, acetona ou ambos), e as
celulas ficam descoloradas, coradas de vermelho pelo contrastante (safranina ou fucsina bésica)
(PELCZAR; CHANE; KRIEG, 1997). O uso da identificacdo por coloracdo Gram & muito
importante para associar a resisténcia ou susceptibilidade de bactérias pela acdo de antibidticos
(CID; ZIMMERMANN, 2006).
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As provas bioquimicas também constituem relevantes técnicas para estudos de bactérias
cultivaveis. As bactérias realizam variadas atividades bioquimicas utilizando nutrientes obtidos a
partir do ambiente que as rodeia. Essa rea¢des bioguimicas sdo catalisadas por enzimas que tém a
capacidade de degradacdo de carboidratos, lipidios, proteinas e aminoacidos. Existem técnicas
nas quais € possivel verificar a atividade de algumas dessas enzimas, uma vez que a
metabolizacdo destas moléculas organicas origina produtos finais que podem ser detectados em
laboratério (BLAZEVIC; EDERER, 1975). As principais e mais utilizadas provas bioquimicas
sdo as de utilizacdo de fontes de carbono e de nitrogénio. Outros métodos também sao utilizados
para identificacdo rapida e diferenciacdo de bactérias cultivaveis, sendo que um dos mais
promissores e confidveis métodos consiste na andlise de diferencas qualitativas e quantitativas da
composicao de acidos graxos da parede da célula bacteriana (NDOWORA et al., 1996). A analise
do perfil dos &cidos graxos da parede celular (fatty acids extraction method — FAME) para
identificacdo tem sido utilizada extensivamente para caracterizar comunidades bacterianas de
solos (RITCHIE et al., 2000) e especialmente para identificacdo de bactérias endofiticas: para
analise da diversidade taxonémica de Pseudomonas de raizes de canola em campo (MISKO;
GERMIDA, 2002); bactérias isoladas de sementes e folhas de beterraba (THOMPSON et al.,
1993); de bactérias endofiticas de algoddo e milho (McINROY; KLOEPPER, 1995); Acetobacter
diazotrophicus endofitica de colmo de cana-de-aglcar (DONG et al.,1997); de isolados de raizes
de milho (CERIGIOLI, 2005); para selecdo de bactérias endofiticas com acdo antagbnica a
fitopatdégenos (SHIOMI; MELO; MINHONI, 2008); além de um estudo especificamente com

bactérias endofiticas de morangueiro micropropagado (DIAS et al., 2009).

3.7.2 Métodos independentes de cultivo

Analises por meio de técnicas independentes de cultivo tém permitido o estudo ampliado
sobre a diversidade microbiana existente em amostras ambientais, que antes estavam restritas a
avaliacdo dependente de cultivo e identificacdo morfologica (HUGHES et al., 2001). O uso de
técnicas moleculares baseadas na analise do gene 16S rRNA para bactérias tem permitido
grandes avancos no estudo de comunidades bacterianas, excluindo os problemas e limitagdes
devidos a baixa culturabilidade (AMANN; LUDWIG; SCHLEIFER, 1995; ANDREOTE, 2007).

Além disso a biologia molecular também pode ser utilizada de maneira complementar ao
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isolamento, permitido o desenvolvimento de pesquisas com menor custo e tempo, e com maior
capacidade de producdo de dados (ARMOUGOM; RAOULT, 2009; MENDES, 2009;
RANJARD; POLY; NAZARET, 2000). Os acidos ribonucléicos ribossomais (rRNA) sdo
considerados os biopolimeros mais adequados para estudos de diversidade microbiana. Seus
genes, 0os rDNAs sdo universalmente distribuidos entre os diferentes grupos de seres vivos, sendo
a molécula com o maior grau de conservacao existente (REIS JUNIOR et al., 2002). Uma das
vantagens de se usar informacdes sobre as sequiéncias de rRNA € a sua disponibilizacdo em bases
de dados de livre acesso, tais como Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), RDP
(http://rdp.cme.msu.edu/html) e Greengenes (http://greengenes.Ibl.gov), permitindo a
comparacédo de novas seqliéncias obtidas com as sequéncias presentes nessas bases.

A estrutura e a diversidade de comunidades bacterianas podem ser avaliadas pela
variabilidade das seqiiéncias do gene 16S para bactérias apds sua amplificagdo em reacdes em
cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction —PCR), aliadas a técnicas de fingerprinting
como ARDRA (“Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis”), DGGE (“Denaturing
Gradient Gel Eletrophoresis”), TGGE (“Temperature Gradient Gel Electrophoresis”), RISA
(“Ribosomal Intergenic Spacer Analysis”), ARISA (“Automated Ribosomal Intergenic Spacer
Analysis”), T-RFLP (“Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism”) e SSCP (“Single-
strand Conformation Polymorphism”) (ANDREOTE; AZEVEDO; ARAUJO, 2009: MUYZER et
al., 1995; MUYZER; SMALLA, 1998; OROS-SICHLER, 2007; @VREAS, 2000; RANJARD;
POLY; NAZARET, 2000).

3.7.2.1 Eletroforese em gel com gradiente desnaturante (DGGE)

A técnica de DGGE consiste na separacdo de fragmentos de DNA de mesmo tamanho,
obtidos por amplificacdo de uma regido especifica de um gene pela reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), em um gel de poliacrilamida contendo um gradiente desnaturante de uréia e
formamida (MUYZER; DE WAAL,; UITTERLINDEN, 1993). O padrdo de migracdo desses
fragmentos (amplicons, bandas) no gel é resultado da composicdo de nucleotideos dos mesmos e
seu teor G+C (LAMBAIS et al., 2005). A técnica de DGGE néo é suficiente para determinar e

identificar diretamente as espécies ou grupos taxondmicos em uma amostra (JOYNT et al.,
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2006), para tanto é necessario fazer a excisdo da banda do gel e sequencia-la (LAMBAIS et al.,
2005).

A técnica de DGGE tém sido usado na comparacdo e descricdo de comunidades
endofiticas de diferentes amostras ambientais (RANJARD; POLY; NAZARET; 2000), além de
permitir a inferir a afiliaco filogenética dos membros dessas comunidades, testar a pureza de
linhagens bacterianas, monitorar o isolamento de bactérias a partir de amostras ambientais, e
estudar a dindmica de populacGes especificas em fungdo de variagbes ambientais ou das
condicdes operacionais de um sistema (HEUER et al., 1997, MUYZER; DE WAAL;
UITTERLINDEN, 1993; NAVARRETE, 2009; NOGUEIRA et al., 2006). Principalmente no que
se refere as comunidades bacterianas associadas a plantas o DGGE ja foi utilizado para estudar a
comunidade bacteriana em citros (ANDREOTE et al., 2006; ARAUJO et al., 2002; LACAVA et
al., 2006); comparar a comunidade bacteriana do rizoplano e rizosfera de plantas de eucalipto
transgénicas (ANDREQOTE et al., 2009a; 2009b); e soja transgénica (KUKLINSKY-SOBRAL et
al., 2005); bactérias endofiticas em folhas senescentes de acer e carvalho (DAS; ROYER; LEFF,
2007); bactérias endofiticas em batatas (GARBEVA et al., 2001; SESSITSCH et al., 2002); em
brassicas acumuladoras de niquel (IDRIS et al., 2004); em pinus (1IZUMI et al., 2007); em
espécies de arvores deciduas e coniferas (IZUMI et al., 2008); em raizes de milho (SEGHERS et
al., 2004); em Azolla microphylla (SI-PING et al., 2008), em arroz (SUN et al., 2008) e até em
microplantas de pupunheira (ALMEIDA et al., 2009).

Vale salientar que o uso de DGGE para acessar comunidades bacterianas associadas a
plantas merece uma atencdo especial. Deve-se levar em consideracdo que devido a origem
procariética dos cloroplastos, esse possuem exemplares do gene 16S rRNA remanescentes, que
podem concorrer com a amplificacdo do DNA bacteriano. Visando eliminar essa competicdo
sugere-se 0 uso dos primers 799f (CHELIUS; TRIPLETT, 2001) e 1492R (HEUER et al., 1997)
para aumentar a concentracdo do DNA bacteriano antes da amplificagdo com grampo GC
(ANDREOTE; AZEVEDO; ARAUJO, 2009). O primer 799f vem sendo utilizado com
freqiéncia, tendo sido relatado em varios estudos recentes em comunidades bacterianas
endofiticas (IDRIS et al., 2004; MULLER; DORING, 2009; SUN et al., 2008; ULRICH;
ULRICH; EWALD, 2008).
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3.7.2.2 Andlise automatizada do espago intergénico ribossomal (ARISA)

A ARISA, desenvolvida por Fisher e Tripplett (1999) é uma técnica baseada no
polimorfismo do comprimento do espaco intergénico ribossomal 16S-23S rRNA; consiste no uso
de primer fluorescente na amplificacdo por PCR do espaco intergénico entre a menor e a maior
subunidade do gene rRNA (16S-23S em procarioto). Esta regido pode codificar varios tRNAS
dependendo da espécie e apresenta heterogeneidade em termos do comprimento e da composi¢éo
da sequéncia (GONZALEZ et al. 2003; RANJARD; POLY; NAZARET, 2000). Os produtos de
PCR sdo analisados por meio de um sistema de eletroforese capilar automatizado, em que picos
correspondem a fragmentos de DNA detectados por um sistema fluorescente a laser
(CARDINALE et al., 2004). A técnica de ARISA distingue as popula¢fes microbianas e permite
uma andlise sensivel das comunidades com um nivel relativamente elevado de resolucdo
taxonémica e reprodutibilidade (CARDINALE et al., 2004, FISHER; TRIPLETT, 1999). Fisher e
Triplett (1999) sugerem que esta técnica é rapida e efetiva para a analise de comunidades,
podendo ser empregada juntamente com outros métodos mais acurados (clonagem e
sequenciamento) quando for necessaria uma resolucdo espacial e temporal refinada
(NAVARRETE, 2009). Devido a alta resolucéo e sensibilidade da técnica, o numero de unidades
taxondmicas operacionais (UTO’s) é maior do que a técnica de RISA, o que permite uma robusta
comparacéo entre perfis de comunidades (MENDES, 2009).

A natureza automatizada do método tem possibilitado analises rapidas de um grande
nimero de amostras. Ainda sdo poucos os estudos com ARISA que investigaram as comunidades
bacterianas endofiticas, mas a técnica ja evidenciou diferencas entre a comunidade bacteriana
presente em plantas de milho com diferentes idades (BRUSETTI et al., 2004), bem como
permitiu o estudo de populagdes de Methylobacterium spp. da filosfera de poaceas (KNIEF et al.,
2008).

3.7.2.3 Microscopia

Técnicas de microscopia, aliadas a biologia molecular trazem grandes progressos ao
estudos de comunidades bacterianas. S&o varios 0s métodos utilizados para avaliar a ocorréncia e

localizacdo de bactérias endofiticas no interior de tecidos vegetais e incluem microscopia de luz,
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eletronica de transmisséo, de varredura, microscopia confocal de varredura a laser , possibilitando
melhor compreensdo dos processos penetracdo ou adesdo, colonizacdo do hospedeiro e as
alteracdes mutuamente induzidas (OLIVARES et al., 1996; RUPPEL et al., 1992; WHITE Jr.;
MORGAN-JONES; MORROW, 1993).

As vias de infecgdo e interacdo de bactérias endofiticas na planta hospedeira podem ser
estudadas por meio da transformacdo de bactérias com o gene gfp (green fluorescent protein) que
codifica uma proteina de cor verde florescente (GFP), encontrada na agua-viva (Aequorea
victoria) e de outros cnidarios como Renilla reniformis e Obelia sp. (GOROKHOVATSKY et al.,
2004). A GFP é utilizada também para 0 monitoramento de expressdo de genes e localizacdo de
proteinas e estudos de interacdo bactéria-hospedeiro (GAGE; BOBO; LONG, 1996).

A microscopia eletrénica de varredura convencional (MEV) permite a visualizacdo das
interfaces entre as superficies das bactérias e hospedeiros, e tem sido satisfatoriamente usada para
detectar enddfitos em varias plantas. Andreote et al. (2006) associaram a técnica de PCR-DGGE
a MEV para investigar a interagdo entre Methylobacterium mesophilicum e Xylella fastidiosa em
citros; assim como Si-Ping et al. (2008) ao analisar a diversidade bacteriana endofitica em Azolla
microphylla e Almeida et al (2009) que estudaram a presenca de bactérias endossimbiontes em
microplantas de pupunheira. Anteriormente, a colonizacdo de endofiticos estreptomicetos
provenientes de dentro do cortex de raizes de tomateiro ja havia sido observada por MEV
(SARDI et al., 1992) e também com o auxilio de MEV, Christiansen-Weniger (1998) verificou o
estabelecimento da colonizacdo de bactérias diazotroficas em milho, arroz e trigo. Franke-Whittle
et al (2005) investigaram a habilidade de Gluconacetobacter sacchari viver como um endofito
em cana-de-acUcar, e mais recentemente, Mattos et al. (2008) demonstraram essa mesma
habilidade, s6 que desta vez de Burkholderia kururiensis em plantas de arroz. A técnica de MEV
também possibilitou o estudo de Herbaspirillum hiltneri sp. como um isolado endofitico de raizes
de trigo (ROTHBALLER et al., 2006) e auxiliou o estudo da interacdo entre plantas de milho e
bactérias (SOUZA et al., 2004). E Minamiyama et al. (2003) demonstraram por MEV
Streptomyces galbus penetrando em folhas de seedligns da cultura de tecidos de rododendro
através do estdbmato, e Suzuki et al. (2005) utilizaram MEV para mostrar a colonizagdo também

de S. galbus nos espagos intercelulares de folhas de tomateiro apds sua entrada pelo estémato.
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Demais técnicas também colaboram com estudos monitoramento mais eficiente da
trajetoria da bactéria durante a evolucdo da colonizagdo da planta, permitindo a localizagdo do
agregado bacteriano, ou ainda permitem o estudo de compostos produzidos pelas bactérias “in
situ”, como por exemplo, enzimas e polissacarideos (ALVES, 2003). A microscopia eletrénica
de transmissdo (MET), por sua vez, é utilizada para observacdo de estruturas intracelulares ou
que demandem grande resolugdo (YARA, 2006). Por essas caracteristicas a MET ¢€ utilizada no
estudo de bactérias endossimbiontes, pois permite a visualiza¢do intracelular da bactérias com
detalhes, caso a colonizacdo ocorra em vacutolos (CHU et al., 2004), no citoplasma (VAN KIRK;
HAYES; HEINZEN, 2000), mitocondrias (BENINATI et al., 2004), ou mesmo no nlcleo das
celulas (ALVERCA et al., 2002). E desde a década de 90 até hoje sdo freqiientes os relatos do
uso de MET especificamente para bactérias endofiticas, com destaque para o estudo de James e
Olivares (1998), Franke-Whittle et al. (2005) em cana-de-acucar; Ruppel et al. (1992) e Liu et al.
(2009) em trigo; Reinhold-Hurek e Hurek (1998) em gramineas; Van Oevelen et al. (2002) em
Psychotria; Wuelff, van Vuurdes e Hockenhull (2003) em bréssicas; Suzuki et al (2005) em
rododendro; Si-Ping et al. (2008) em Azolla microphylla; Mattos et al. (2008) em arroz e Almeida
et al (2009) em pupunheira.

Além dessas técnicas, a hibridacdo in situ fluorescente (FISH) associada a microscopia
confocal varredura a laser (MCVL) também sdo excelentes ferramentas para o estudo da
interacdo de bactérias endofiticas e seus hospedeiros, sem a necessidade de inoculacdo prévia,
pois oferecem a possibilidade de deteccdo de bactérias-alvo a partir de sondas de
oligonucleotideos marcadas, construidas especificamente com base na informacdo da sequéncia
do gene 16S rRNA do organismo em estudo, mesmo sendo esse caracterizado como fastidioso ou
“nao-cultivavel” (ASSMUS et al., 1995; AMANN; LUDWIG; SCHLEIFER, 1995).



4 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Morfogénese e Biologia Reprodutiva de Plantas, no Departamento de
Ciéncias Bioldgicas da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ/USP) e no Laboratorio de Biologia Celular e

Molecular no Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA/USP). Uma representacdo explicativa das etapas do trabalho pode ser
visualizada na Figura 2.
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4.1 Material vegetal e cultivo in vitro

Microplantas de abacaxizeiros (Ananas comosus (L.) Merrill) cv. IAC Gomo-de-mel,
originalmente derivadas de cultura de meristemas foram cultivadas em meio com a metade da
concentragdo de sais de MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) em pH 5,8. As microplantas foram
cultivadas em tubo de ensaio (25 x 150 mm) (Figura 3) contendo 15 mL de meio de cultura e
acondicionadas em sala de crescimento com temperatura e luminosidade controladas (25 + 2 °C e

1

irradiancia de 42 pmol.ms™, respectivamente), em fotoperiodo de 16 horas. Os subcultivos

foram realizados a cada 40 dias.

-

Figura 3 — Microplantas de abacaxizeiros cv. IAC Gomo-de-mel com um més (a), trés meses (b) e sete meses (c) de
cultivo
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4.2 Métodos dependentes de cultivo
4.2.1 Isolamento de bactérias endofiticas

Para o isolamento de bactérias endofiticas amostras de parte aérea e sistema radicular de
microplantas assintomaticas de abacaxizeiros cv. IAC Gomo-de-mel foram desinfestadas
superficialmente (ARAUJO et al., 2002) e depois fragmentadas com auxilio de bisturi, ou
trituradas com auxilio de pistilo e almofariz autoclavados, sob condi¢des assépticas. A trituracdo
deu-se em 5 mL de solugdo tampéo fosfato salino (PBS) (8 g.L™ de NaCl; 0,2 g.L™ de KCI; 1,44
g.L™ de Na,HPO,; 0,24 g.L* de KH,PO,), em pH 7,4. Aliquotas dos tecidos triturados foram
diluidas (10, 102 e 10" ou ndo diluidas, e posteriormente plaqueadas em oito meios de cultura:
LB (Difco ™ Luria Broth Base, Miller), TSA (Tryptic Soy Agar, Difco), TSB (Bacto™ Tryptic
Soy Broth, Difco), BSM 523 (Bacteria Screening Medium 523, Sigma), AIAG (Actinomycete
Isolation Agar Glicerol, Difco), NA (Nutrient Agar, Difco) e R2A Agar (Difco), e BG-11
(ALLEN, 1968), preparados sob forma liquida (tubos de ensaio, meios LB e BG-11) ou
geleificada com &gar (6 g.L™) (placas de Petri, todos os meios, com excecdo do BG-11). O

mesmo procedimento foi conduzido com amostras dos tecidos fragmentados (Figura 4).

Para cada unidade experimental foram inoculados 100 pL de solugédo de tecido triturado,
ou cinco fragmentos de tecido vegetal em cada tubo de ensaio e em cada placa de Petri (ambos
com 10 mL de meio de cultura). Foram realizadas quatro repeticdes, totalizando 64 unidades
experimentais em tubos de ensaio [parte aérea e sistema radicular (2) x concentra¢des da solucéo
de tecido triturado (4) x meios de cultura (2) x repeticdes (4)] e 56 unidades experimentais em
placas [parte aérea e sistema radicular (2) x meios de cultura (7) x repeti¢bes (4)] que foram
incubadas a 28 °C, em estufa bacterioldgica. O desenvolvimento de coldnias foi avaliado
semanalmente, durante seis meses, considerando-se a possibilidade de haver enddéfitos

fastidiosos. O experimento foi conduzido em blocos ao acaso.

Outro isolamento foi realizado a partir do “meio folha-agar” (FA), sendo que para cada
100 mL de meio foram utilizados 200 mg de folha de abacaxizeiro, 3 g de sacarose, 0,7 g de agar.
Foram utilizadas apenas amostras de parte aérea trituradas e fragmentadas, incubadas em placas
de Petri, totalizando 20 unidades experimentais {[tecido fragmentado (1) + concentracdes da
solucéo de tecido triturado (4)] x repeticdes (4)}.
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Figura 4 — Placas de Petri para isolamento de bactérias endofiticas de microplantas assintomaticas de abacaxizeiros.
Fragmentos de sistema radicular em meio LB (a) e fragmentos de parte aérea em meio TSB (b) incubados
em estufa bacteriolédgica

As colbnias obtidas foram subcultivadas no mesmo meio de cultura em que se originaram

e purificadas pelo método de estrias. Amostras das coldnias purificadas foram armazenadas em

solucdo de glicerol 20% em congelador a -80 °C, porém anteriormente foram submetidas a

extragdo de DNA com a utilizagdo do Kit Power Soil DNA Extraction (Mo Bio Laboratories). O

DNA extraido foi utilizado para reacdo de amplificacdo (PCR) do gene 16S rRNA de Bacteria

com os primers fD1 (5 AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG 3’) e tD1 (5°’AAG GAG GTG

ATC CAG CC 3°), descritos por Weisburg et al. (1991).

A reacgdo de PCR foi feita em solugédo contendo: 2,5 uL de tampéao para PCR 10x, 0,1 mM
de cada ANTP (0,25 uL), 1,5 mM de MgCl, (0,75 uL), 5 pmol de cada primer (1 uL), 1 U de
Platinum® Taq DNA Polimerase (Invitrogen) (0,2 uL), 1 uL da amostra de DNA (~20 ng) e agua
ultrapura (Milli-Q) esterilizada, para um volume final de 25 pL. A PCR foi realizada nas
seguintes condigdes: um ciclo de desnaturacdo inicial a 94 °C por 3 min, 30 ciclos de
desnaturacdo a 94 °C por 1 min, anelamento a 55 °C por 30 s e extensdo a 72 °C por 30 s,
extensdo final a 72 °C por 10 min. Ao final do programa as amostras permaneceram no
termociclador a 4 °C. Para cada amostra, uma aliquota de 5 pL do produto da PCR foi avaliada
em comparacdo com os marcadores Low DNA Mass ladder (Invitrogen) e 100 pb (Invitrogen),
apos corrida eletroforética a 90 V por 30 minutos em gel de agarose 1%, usando tampdo TSB
(BRODY; KERN, 2004).
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Em seguida, os produtos foram purificados com o kit GFX PCR DNA and Gel Band
Purification (GE Healthcare Life Sciences) conforme as instrugdes do fabricante e quantificados
em espectrofotdmetro NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific). As amostras purificadas foram
submetidas a reacGes de sequenciamento utilizando-se, separadamente, 1 uL (5 pmol) de cada um
dos primers fD1 e rD1 (WEISBURG et al.,1991), 200 ng de DNA, 2 pL de DYEnamic
(DYEnamic ET Terminator Cycle Sequencing Kit, GE Healthcare Life Sciences), 3 uL de tampao
de diluicdo 2,5x (400 mM Tris-HCI pH 9,0; 10 mM MgCl,) e agua ultrapura (Milli-Q)
esterilizada para um volume final de 10 pL. As reacdes foram conduzidas nas seguintes
condigdes: 30 ciclos com desnaturagéo a 95 °C por 20 s, anelamento a 55 °C por 15 s, extensao a
60 °C por 60 s. Ao final do programa as amostras permaneceram no termociclador a 4 °C.

Apds as reacdes as amostras foram precipitadas para o sequenciamento conforme
instrucdo do fabricante. Adicionou-se 2 uL de tampéo acetato de sédio/EDTA e 60 pL de etanol
absoluto. O material foi misturado em agitador automatico (vortex) e centrifugado 12000 rpm,
por 15 min em temperatura ambiente. O sobrenadante foi removido e adicionou-se 150 pL de
etanol 70%. Foi realizada nova mistura em vortex e centrifugacdo a 12000 rpm, por 5 min. O
sobrenadante foi removido e as amostras levadas ao concentrador de DNA (Eppendorf) por 10
min. Depois de secas as amostras foram ressuspensas em 10 pL de Hi-Di Formamide (Applied
Biosystems) e agitadas em vortex por 10 min. O sequenciamento foi realizado no sequenciador
capilar automéatico modelo ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

As sequéncias nucleotidicas tiveram seus cromatogramas analisados e posteriormente
foram editadas utilizando o pacote de programas Phred/Phrap/Consed (EWING; GREEN, 1998;
EWING et al., 1998; GORDON; ABAJIAN; GREEN, 1998) a fim de estabelecer as seqiiéncias
consenso e remover as bases com baixa qualidade. O nivel de exigéncia minimo foi de 600 bases
e Phred com qualidade de base acima de 20 (1 erro a cada 100 bases lidas). As sequéncias
consenso foram comparadas por similaridade com sequéncias de nucleotideos disponibilizadas no
banco de dados GenBank do National Center for Biotechnology Information (NCBI), utilizando o
programa nucleotide blast do Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) (ALTSCHUL et al.,
1990).
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4.3 Métodos independentes de cultivo

Visando conhecer a estrutura e a diversidade bacteriana endofitica em microplantas
assintomaticas de abacaxizeiros foram utilizados métodos independentes de cultivo, baseados na
analise da heterogeneidade de &cidos nucléicos por meio de amplificacdo por PCR especifica para
0 gene 16S rRNA, seguida pelos métodos de PCR-DGGE e/ou PCR-ARISA.

Para todas as andlises independentes de cultivo o procedimento iniciou-se com a
desinfestacdo superficial de microplantas (ARAUJO et al., 2002). Para confirmar o sucesso do
procedimento de desinfestacdo, fragmentos das microplantas e aliquotas da agua esterilizada
utilizada para a lavagem final foram plagueados em meio de cultura TSA (Tryptic Soy Agar,
Difco). As placas foram incubadas a 28 °C por sete dias para verificacdo de um possivel
crescimento bacteriano. As amostras de plantas que ndo foram consideradas contaminadas, diante

desse teste, foram utilizadas para analises posteriores.

Todas as reacdes de PCR foram realizadas em termociclador GeneAmp PCR System 9700
(Applied Biosystems) e as reacdes de sequenciamento no sequenciador automatico ABI Prism
3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Apds cada PCR realizada, uma aliquota de 5 uL de
cada produto foi avaliada em comparacdo com os marcadores Low DNA Mass ladder (Invitrogen)
e 100 pb (Invitrogen) apds corrida eletroforética a 90 V por 30 minutos em gel de agarose 1%,
usando tampdo TSB (BRODY; KERN, 2004). Quando necessario, as amostras também foram

quantificadas em espectrofotometro NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific).

4.3.1 Extracdo do DNA gendmico total das microplantas

A extracdo do DNA gendmico total de microplantas foi realizada segundo (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998). Aproximadamente 200 mg de cada amostra foram triturados em N,
liquido. O tecido triturado foi exposto a 700 pL de tampdo de extragdo (CTAB 2% (p/v); NaCl
1,4 M; Tris HCI 100 mM pH 8,0; EDTA 20 mM) e incubado por 30 min a 65 °C, seguido por
duas extragOes: a primeira com 450 pL de cloroformio : &lcool isoamilico (24:1) e a segunda com
450 pL de fenol tamponado. Apos centrifugacdo de 5 min a 12000 rpm o DNA foi precipitado
com 500 pL de isopropanol a -20 °C por 30 a 60 min. O precipitado obtido foi novamente

centrifugado e posteriormente lavado com etanol 70% e 96%. Apos secagem, o DNA foi
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ressuspenso em 50 pL de tampéo TE (Tris HCl 10mM pH8,0; EDTA 1mM) e tratado com 2 pL
de RNAse (10 mg.mL™) por 30 min a 37 °C. Apés a extracdo, uma aliquota de 5 pL de DNA de
cada amostra foi quantificada em gel de agarose 1% (p/v) corado com brometo de etideo em
tampdo TSB (BRODY; KERN, 2004) e comparado com o padrdo Low DNA Mass ladder
(Invitrogen). As amostras também foram quantificadas em espectrofotdbmetro NanoDrop ND-
1000 (Thermo Scientific).

4.3.2 Avaliacdo da comunidade bacteriana endofitica em raizes, folhas jovens e adultas

Amostras do DNA gendmico total extraido de segmentos de raizes, folhas jovens
(diferenciadas a partir do primeiro ao terceiro né apical) e folhas adultas (diferenciadas a partir do
quarto nd apical) (Figura 5) foram utilizadas para a avaliagdio da comunidade bacteriana

endofitica. Foram realizadas quatro repeticdes de cada 6rgéo, totalizando 12 amostras.

1° no apical

Figura 5 — Microplanta de abacaxizeiro (a) e desenho esquematico dos apices caulinares e as folhas originadas a
partir deles (b). Linhas vermelhas horizontais indicam o posicionamento dos nos

4321 PCR-DGGE

Para andlise da comunidade bacteriana endofitica total e para evitar a interferéncia de
DNA proveniente de cloroplastos vegetais, a amplificacdo do gene 16S rRNA foi realizada com
os primers 799f (CHELIUS; TRIPLETT, 2001) e R1492 (HEUER et al., 1997). Para acessar a
comunidade bacteriana total, actinobactérias, - e f-proteobactérias as reagOes para cada grupo

foram realizadas separadamente e em combinacdo com o primer R1378 (HEUER et al., 1997).
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Para «, [-proteobactérias e actinobactérias foram utilizados os primers F203«, F9484 e F243,
respectivamente (GOMES et al., 2001; HEUER et al., 1997). Os produtos amplificados foram
utilizados como DNA molde (~20 ng), separadamente, em uma seguinte reacdo de PCR, com 0s
primers F984GC e R1378. Todas as reacdes mencionadas nesse item estdo apresentadas na
Tabela 1. As metodologias tiveram como base os trabalhos referenciados nessa mesma tabela,
com adaptacbes quando necessario. Todas as reacdes de PCR-DGGE foram preparadas para um
volume final de 25 pL, usando 2,5 pulL de tampao para PCR 10x, 0,2 mM de cada dNTP, 5 pmol
de cada primer, 1 U de Platinum® Taq DNA Polimerase (Invitrogen), com concentracdes

variaveis de MgCl, e presenca de formamida deionizada ou albumina sérica bovina (BSA).

4.3.2.2 Eletroforese em gel com gradiente desnaturante (DGGE)

O DGGE foi realizado usando o sistema phorU2 (Ingeny, Goes, Holanda). O protocolo da
técnica de DGGE foi adaptado de Muyzer, de Waal e Uitterlinden (1993). Os produtos
amplificados na segunda reacdo de PCR foram separados por eletroforese em géis de
poliacrilamida 6% (p/v) em tampéo TAE 0,5x (10 mM de Tris-acetato e 0,5 mM de EDTA, pH
8,0). Os géis foram preparados com gradiente desnaturante linear 45-65% (onde 100% de
desnaturacdo significa 7 M de uréia e 40% de formamida). Os géis foram submetidos a
eletroforese vertical por 4 h a 200 V em temperatura constante de 60 °C. Apds a eletroforese 0s
géis foram corados com nitrato de prata 0,2% e fotodocumentados. As imagens dos géis foram
normalizadas e os perfis foram analisados utilizando-se a plataforma do software BioNumerics
versdo 5.1 (Applied Maths). A tolerancia com respeito ao posicionamento das bandas foi de 1%.
A andlise de agrupamento hierarquico foi feita usando o algoritmo UPGMA (Unweighted Pair-
Group Method using Arithmetic Averages) e a correlacdo foi calculada baseada no coeficiente de
correlacdo de Pearson. Tanto as bandas fortes quanto as fracas foram incluidas na anélise, assim,
tendo em conta a presenca e auséncia de faixas em pontos especificos. A matriz considerando
presenca ou auséncia das bandas foi utilizada para anélise da riqueza de espécies, que foi
expressa como 0 numero total de bandas detectadas nos perfis de DGGE. Diagramas de Venn
(FAUTH et al., 1996) foram elaborados para verificar as interseccOes e peculiaridades das bandas
obtidas.
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4.3.2.3 Clonagem e sequenciamento de bandas de DGGE

A partir dos padr@es obtidos, bandas de interesse foram excisadas dos géis de DGGE com
auxilio de laminas de bisturi esterilizadas e eluidas em 10 uL de &gua ultrapura (Milli-Q)
esterilizada. O DNA difundido foi usado como molde em PCR com os primers F984 e R1378
(HEUER et al., 1997) (Tabela 1). Os produtos obtidos foram analisados em gel de agarose e
quantificados em espectofotometro NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific). Em seguida, os
produtos foram purificados com o kit GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE GE
Healthcare Life Sciences), verificados novamente em gel de agarose 1% e clonados no plasmideo
PGEM-T Easy Vector (Promega). Apés transformagdo em células quimiocompententes de
Escherichia coli (DH-50), clones foram aleatoriamente selecionados, crescidos em meio
CIRCLEGROW® (Bio 101) e, posteriormente o DNA plasmidial foi extraido (BIRNBOIM,;
DOLY, 1979) e utilizado como molde em reacbes de PCR com os primers do vetor
MI13F (5’-CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG-3") ¢ M13R (5’-AGCGGATAACAATTTCACACAGG-3)
da seguinte maneira: 200 ng de DNA plasmidial, 2 uL de DYEnamic (GE Healthcare Life
Sciences), 1 uL de um dos primers a 5 pmol, 3 puL de tampéo de diluigdo 2,5x (400 mM Tris-HCI
pH 9,0; 10 mM MgCIl,) e agua ultrapura (Milli-Q) esterilizada para um volume final de 10 uL. As
reacOes foram nas seguintes condi¢6es: 30 ciclos com desnaturacao a 95 °C por 20 s, anelamento
a 55 °C por 15 s, extensdo a 60 °C por 60 s. Os produtos resultantes foram precipitados com
solucdo de acetato de sddio/EDTA e etanol absoluto (metodologia do item 4.2.1) As amostras
foram submetidas ao sequenciamento e as seqiiéncias obtidas foram editadas utilizando o pacote
de programas Phred/Phrap/Consed (detalhes no item 4.2.1) e comparadas com seqiiéncias do
Ribossomal Database Project Il (RDP I1I) versdo 10 (http://rdp.cme.msu.edu/) e GenBank do
National Center for Biotechnology Information (NCBI), utilizando o programa nucleotide blast
do Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) (ALTSCHUL et al., 1990).



Tabela 1 - Primers utilizados nas rea¢6es de PCR-DGGE, programas no termociclador e variagbes no preparo das reacoes

Primer”

Alvo

Seqliéncia (5> 2 37)

Referéncia

Conjunto de
primers

Programa termociclador/variaces
no preparo das reagdes

799f
R1492
R1378r

F203«

F9483

Gamma395f

F243

CYA361f

F984GC

gc.

16S rRNA cloroplastidial
16S rRNA bacteriano
16S rRNA bacteriano

16S de a-proteobactérias

16S das S-proteobactérias

16S das y-proteobactérias

16S de actinobactérias

16S de cianobactérias

16S rRNA bacteriano

AACMGGATTAGATACCCKG
TACGG(C/T)TACCTTGTTACGACTT
CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACG

GGATGAGCCCGCGGCCTA

CGCACAAGCGGTGGATGA

CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACG

GGATGAGCCCGCGGCCTA

GGAATTTTCCGCAATGGG

gc.-AACGCGAAGAACCTTAC

CGCCCGGGGCGCGCCCCGGGLCGGGGCGGGGGCA

CGGGGGG

CHELIUS; TRIPLETT,
2001

HEUER etal., 1997
HEUER et al., 1997

GOMES et al. 2001

GOMES et al. 2001

MUHLING et al., 2008

HEUER etal., 1997

MUHLING et al., 2008

HEUER etal., 1997

799f/R1492

F203/R1378

F948//R1378

Gamma395f/R1378

F243/R1378

CYA361/R1378

F984GC /R1378**

95 °C 3 min; 35 ciclos: 94 °C 20 s,
54°C405s,72°C40s; 72 °C 7 min/
2,5 mM MgCl,, 0,25 L BSA

94 °C 5 min; 30 ciclos: 94 °C 1 min,
56 °C 1 min, 72 °C 2 min; 72 °C 10 min
3,75 mM MgCl,,, 0,25 pL formamida

94 °C 5 min; 30 ciclos: 94 °C 1 min,
61 °C 1 min, 72 °C 2 min; 72 °C 10 min/
3,75 mM MgCl,, 0,25 pL formamida

96 °C 4 min; 30 ciclos: 96 °C 1 min,
54 °C 1 min, 74 °C 1 min; 74 °C 10 min
2,5 mM MgCl,

94 °C 4 min; 30 ciclos: 94 °C 1 min,
60 °C 1 min, 72 °C 2 min; 72 °C 10 min
3,75 mM MgCl,, 0,25 pL formamida

96 °C 4 min; 30 ciclos: 96 °C 1 min,

59 °C 1 min, 74 °C 1 min; 74 °C 10 min
2,5 mM MgCl,

94 °C 4 min; 30 ciclos: 94 °C 1 min,

59 °C 1 min, 72 °C 2 min; 72 °C 10 min
2,5 mM MgCl,, 0,25 pL formamida

Nota: *f - forward primer; r - reverse primer; gc. - seqiiéncia rica em G+C inserida na extremidade 5°; ** Nested-PCR — utilizou como molde os produtos
resultantes da amplificagdes anteriores.

99
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4.3.3 Avaliacdo da comunidade bacteriana endofitica em microplantas sob diferentes
periodos de cultivo

Visando identificar possiveis alteracbes na estrutura e diversidade da comunidade
bacteriana endofitica de acordo com o desenvolvimento vegetal in vitro, sem a renovacao do
meio de cultura, amostras do DNA gendmico total de microplantas com uma semana (S1), quatro
meses (M4) e oito meses (M8) de cultivo (Figura 6) foram utilizadas para analises de PCR-
DGGE e PCR-ARISA. Foram realizadas quatro repeti¢fes de cada periodo de cultivo, totalizando

12 amostras.

Figura 6 — Microplantas de abacaxizeiros com uma semana (S1) (a), quatro meses (M4) (b) e oito meses (M8) (c) de
cultivo
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4331 PCR-DGGE

Para evitar a interferéncia de DNA proveniente de cloroplastos vegetais, a reacdo de PCR
do gene 16S rRNA foi realizada com os primers 799f (CHELIUS; TRIPLETT, 2001) e R1492
(HEUER et al., 1997) e os produtos amplificados foram utilizados como DNA molde (~20 ng),
separadamente, em uma seguinte reacdo de PCR, com os primers F984GC e R1378 (Tabela 1).
Todas as reacOes de PCR-DGGE foram preparadas sob as mesmas condigdes apresentadas no
item 4.3.2.1, para um volume final de 25 uL. O DGGE foi realizado como descrito no item
4.3.2.2. Um diagrama de Venn (FAUTH et al., 1996) foi elaborado para verificar as intersec¢des
e peculiaridades das bandas obtidas. A andlise de componentes principais (PCA, do inglés
principal component analysis) foi realizada usando a plataforma do software BioNumerics versao
5.1 (Applied Maths) e os pacotes do CANOCO for Windows 4.5 (Biometris).

4.3.3.2 PCR-ARISA

As reacOes de PCR-ARISA foram preparadas nas mesmas condicdes especificadas para
PCR-DGGE (ver detalhes na tabela a seguir, Tabela 2). Os produtos de PCR-ARISA foram
purificados utilizando o kit GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare Life
Sciences), conforme as instrugdes do fabricante e analisados em gel de agarose 1% (conforme
descrito em 4.2.1).

Tabela 2 - Primers utilizados nas rea¢es de PCR-ARISA, programas no termociclador e rea¢es

Programa termociclador/variacdes no
preparo das reacoes

1490-72f-FAM  TGCGGCTGGATCCCCTCCTT CASAMAYOR et 96 °C 3 min; 25 ciclos: 94 °C 1,5 min,

LSU21-38r  TGCCAAGGCATCCACCGT al., 2002 52°C 1 min, 72 °C 1,5 min; 72 °C 10 min
5 pmol primer, 2 ng/uL de DNA

Primer” Sequéncia (5° > 3°) Referéncia

Nota: * FAM - marcagéo carboxi-terminal (FAM) na extremidade 5°.

4.3.3.3 Anélise automatizada do espaco intergénico ribossomal (ARISA)

A discriminacdo usando ARISA foi feita em sequenciador e para o carregamento das
amostras, 1 uL do produto de PCR purificado foi misturado a 8,75 puL de Hi-Di Formamide
(Applied Biosystems) e 0,25 uL. do padrdo de comprimento GeneScan ™ 500 ROX (Applied
Biosystems). Antes do carregamento as amostras foram desnaturadas a 95 °C por 5 min e

resfriadas a 0 °C por 3 min. A verificacdo do comprimento dos fragmentos entre a menor e a
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maior subunidade do gene 16S rRNA foi feita usando o programa PeakScanner versdo 1.0
(Applied Biosystems). Foram considerados nas analises estatisticas subseqlientes apenas 0s
tamanhos do espaco intergénico de Bacteria com variacdo de 50 a 500 pb. O tamanho de cada
pico foi expresso em um percentual de unidade de fluorescéncia relativo a cada amostra. Os
dados foram analisados com técnicas multivariadas usando os pacotes do CANOCO for Windows
4.5 (Biometris) e a medida de distancia de Hellinger (LEGENDRE; GALLAGHER, 2001). Um
diagrama de Venn (FAUTH et al., 1996) foi elaborado para verificar as interseccdes e
peculiaridades entre os periodos de cultivo, identificando o nimero de unidade taxonémicas

operacionais (UTQ’s) Unicas e compartilhadas entre os grupos de amostras.

4.3.4 Antibioticoterapia

Com a finalidade de verificar possiveis alteracGes na estrutura da comunidade bacteriana
endofitica e na morfofisiologia de microplantas, diante de antibioticoterapia, solucdes de
antibiodticos foram acrescentadas ao meio de cultura liquido, com metade da concentracao de sais
de MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) (meio de cultivo para manutencdo das microplantas).
Foram utilizados, em combinagBes, quatro antibidticos: gentamicina (aminoglicosideo),
ampicilina (B-lactdmico), tetraciclina (tetraciclina) e ciprofloxacina (quinolona). Para todos os
tratamentos a concentracdo final de antibioticos foi de 50 mg.L™. Os tratamentos foram: (1)
auséncia de antibidticos (controle); (II) ampicilina, tetraciclina e ciprofloxacina; (lI1)
gentamicina, ampicilina e tetraciclina; (IV) gentamicina, ampicilina e ciprofloxacina; (V)
gentamicina, ampicilina, tetraciclina e ciprofloxacina. Os explantes foram microplantas
selecionadas por apresentarem o mesmo periodo de subcultivo, mesmo nimero médio de folhas
(3 a4), comprimento médio de raizes (1,0 a 2,5 cm) e comprimento médio de 1amina foliar (2,0 a
3,5cm).
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4.3.4.1 Analises morfofisiolégicas

Apos a adicao das solugdes de antibidticos as microplantas foram mantidas nas mesmas
condicdes de cultivo pré-estabelecidas por até 12 semanas. Cada unidade experimental foi
constituida por um tubo de ensaio com uma microplanta. Foram realizadas oito repeticdes,
totalizando 40 unidades experimentais [tratamentos (5) X repeticdes (8)]. Os parametros
morfofisioldgicos avaliados semanalmente o numero de folhas, 0 comprimento da maior raiz e da
maior lamina foliar. Esses dois ultimos parametros foram restritos a maior unidade tendo em vista

a dificuldade avaliacdo da microplanta dentro do tubo de ensaio.

4.3.4.1.1 Anaélises estatisticas

O delineamento experimental adotado para a avaliacdo dos resultados obtidos no item
4.3.4.1 foi completamente casualizado, com fatorial 5x12 (tratamentos com antibi6ticos x
semanas de avaliacdo do cultivo in vitro). Para a analise estatistica os dados foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA), ao teste SNK (5%) de separacdo de médias e andlise de

regressao.

Para estimar o efeito exclusivo dos tratamentos de antibioticoterapia na morfofisologia
vegetal in vitro foi utilizada a metodologia de Diferencas das Diferencas (double difference - DD)
para obtencdo do coeficiente de impacto (B) (IMBENS; WOOLDRIDGE, 2009). Essa

metodologia permite estimar a diferenca nas médias causada pelo efeito dos antibioticos (efeito
ex0geno), sem a intervencdo natural do crescimento das microplantas ao longo do tempo (efeito
fixo). Esta estimacdo pode ser realizada uma vez que os parametros avaliados (nimero de folhas,
comprimento da maior raiz e da maior lamina foliar) antes da intervencao (antibioticoterapia),
independem do recebimento do tratamento. Ou seja, a premissa imposta pelo modelo é que sem o
tratamento todas as microplantas cresceriam igualmente, uma vez que as mesmas sdo clones e
estdo em ambiente controlado de cultivo. Neste caso, o efeito do tratamento sobre os tratados

(ATT) compde o efeito médio do tratamento (ATE). Onde ATT é a diferenca entre a média na

122 semana de avaliacdo e a média na 12 semana do grupo tratado (T): ATT = (\712 Y ) E ATE

é a diferenca entre a ATT do grupo tratado (T) e a diferenga entre a media na 122 semana de
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avaliacdo e a média na 12 semana do grupo controle (C): ATE = (VIZ —VI )— (sz —Vf ); onde t12

>tl.

Para analise de regressdo utilizando o método DD, o efeito parcial de uma variavel
explicativa binaria (T) sobre qualquer variavel dependente de interesse (Y) é chamado de efeito
marginal do tratamento. Neste trabalho, o tratamento foi a antibioticoterapia e as variaveis
dependentes foram o incremento no ndmero de folhas, no comprimento da maior raiz e da maior
lamina foliar. A partir dessas consideracfes, a observacdo de resultados em dois momentos do
tempo nos permite utilizar a técnica de diferencas das diferencas para identificar o impacto
exclusivo da antibioticoterapia no crescimento das microplantas. Cada tratamento é observado
em dois periodos t = 12 ou t = 1 onde, 12 indica o Gltimo periodo de avaliacdo do tratamento e 1

0 primeiro periodo.

Supondo que Y; seja modelado pela seguinte equagé&o:
Yy, =Y =a+ BT+t + (T ot )+ ¢, 1)

ondei=1,..,NeN éonumero de unidades experimentais; T = 0 ou 1, sendo que 0 indica
que a microplanta i ndo recebeu o tratamento (grupo controle) e 1 indica que a microplanta

recebeu o tratamento (grupo tratado); «,f3,7,0 séo coeficientes ndo conhecidos e & erro

aleatério ndo observado, dado por & =1—R?. Os coeficientes podem ser interpretados como: & =

termo constante; B = efeito especifico do grupo de tratamento (contabiliza diferencas fixas nos
tempo entre o grupo de tratamento e controle); y = tendéncia temporal comum aos dois grupos;

o = efeito médio do tratamento (ATE).

Podemos dizer que E[6] = &, ou seja, que a estimativa do efeito de tratamento ndo sera
viesada sob as seguintes hipéteses: (a) a forma funcional (equacdo 1) foi especificada
corretamente; (b) os erros aleatorios tém média zero; (c) termos de erro ndo sdo correlacionados
com as variaveis do modelo. Esta Gltima também é conhecida como hipotese da tendéncia
paralela. Por tal hipoOtese a variavel Y e as caracteristicas ndo observaveis devem seguir a mesma
tendéncia no tempo para o grupo de tratamento e controle, garantindo que a diferenca entre 0s

dois grupos esteja refletindo somente o efeito marginal do tratamento.
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4.3.4.1.2 Analises anatdmicas

A técnica de microscopia de luz foi aplicada para verificar possiveis alteracdes
anatbmicas e bioquimicas em microplantas submetidas a antibioticoterapia. As anélises
histologicas e histoquimicas da raizes e as andlises histologicas da folha foram realizadas por
meio de seccles transversais de material fresco, confeccionadas a mao livre com auxilio de
laminas de aco. As amostras da parte aérea foram retiradas da regido mediana da lamina foliar
localizada no primeiro n6é expandido (do &pice para base) e as amostras do sistema radicular
foram retiradas da regido mediana-apical de raizes adventicias externas de pelo menos trés

microplantas da cada tratamento.

As analises histoquimicas foram realizadas 24 h, 48 h, e 10 dias ap6s a adicdo das
solucdes de antibioticos, sendo que essa Ultima avaliagdo coincidiu com 0 momento de extracao
do DNA gendmico total das microplantas. Foram efetuados testes histoquimicos de coloracdes
especificas segundo o componente celular a ser identificado. Para a identificacdo de lipidios, foi
empregado Sudan Black B (PEARSE, 1968); para amido, reagente de Lugol (BERLYN;
MIKSCHE, 1976) e os compostos fendlicos foram identificados pela solugdo aquosa de cloreto
férrico (JOHHANSEN, 1940). Apds a coloracdo, os materiais foram montados em laminas semi-
permanentes. Para a comparacdo dos resultados foram utilizados controles. O branco (material
sem aplicacdo de corantes ou reagentes) foi utilizado para determinacédo de possivel pigmentacédo
natural de compostos que poderiam interferir na coloracdo com os reagentes. Para as andlises
histoldgicas, realizadas 10 e 30 dias ap6s a adicdo das solucdes de antibidticos, as secces foram
submetidas ao processo de dupla coloragdo com fucsina basica (0,125%) e azul de astra (1%)
(ROESER,1962) para deteccdo de lignina e celulose, respectivamente, sem o processo de clarificacdo
prévia. As laminas foram montadas em glicerina 50% e as imagens foram obtidas em microscopio
de luz (Zeiss-Jenemed 2) acoplado a um sistema de captura de imagens (Sansung, SDC-313) com

as respectivas escalas na mesma proporgao.
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4342 PCR-DGGE

Aos 10 dias de cultivo apds a adicdo das solucdes de antibidticos foi feita a coleta de
material para a extragdo de DNA genbémico total e, subsequentemente, PCRs do gene 16S rRNA
de Bacteria (PCR-DGGE). Para andlise da comunidade bacteriana endofitica total por PCR-
DGGE e para evitar a interferéncia de DNA proveniente de cloroplastos vegetais, novamente
procedeu-se a reacdo com os primers 799f (CHELIUS; TRIPLETT, 2001) e R1492 (HEUER et
al., 1997) (Tabela 1). Para essa avaliacdo, além de serem consideradas as classes de « e f-
proteobactérias, e actinobactérias, também foram acessadas a classe de jy-proteobactérias e o
grupo de cianobactérias. Para esses ultimos, foram realizadas PCRs iniciais com primers
seletivos: Gamma395f e CYAB361f, respectivamente, e combinados com o primer R1378
(HEUER et al., 1997; MUHLING et al., 2008). Os produtos amplificados foram utilizados como
DNA molde (~20 ng), separadamente, em uma seguinte rea¢do de PCR, com os primers F984GC
e R1378 (Tabela 1). Todas as rea¢des de PCR-DGGE foram preparadas sob as mesmas condigdes

apresentadas no item 4.3.2.1 e 0 DGGE foi realizado como descrito no item 4.3.2.2.

4.3.4.3 Clonagem e sequenciamento de bandas de DGGE

A partir dos padrdes obtidos, algumas bandas de interesse foram excisadas dos géis de
DGGE, o DNA difundido foi usado como molde em PCR com os primers F984 e R1378
(HEUER et al., 1997) e os produtos obtidos foram analisados em gel de agarose e quantificados
em espectrofotdmetro NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific). Em seguida, os produtos foram
purificados com o kit GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare Life Sciences),
verificados novamente em gel de agarose 1% e clonados no plasmideo pGEM-T Easy Vector
(Promega). Apos transformagéo em células quimiocompententes de Escherichia coli (DH-10p),
clones foram aleatoriamente selecionados, crescidos em meio LB (Difco™ Luria Broth Base,
Miller). Posteriormente o DNA plasmidial foi extraido, analisado em gel de agarose 1% e
utilizado como molde em reagcbes de PCR com os primers do vetor
M13F (5’-CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG-3") e M13R (5’-AGCGGATAACAATTTCACACAGG-3’)
(conforme descrito no item 4.3.2.3). Os produtos resultantes da amplificagcdo foram precipitados
com solucdo de acetato de soédio/EDTA e etanol absoluto (descricdo da metodologia no item

4.2.1). Ap0s a precipitacdo as amostras foram submetidas ao sequenciamento, utilizando o pacote
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de programas Phred/Phrap/Consed (detalhes no item 4.2.1). As seqliéncias consenso foram
comparadas por similaridade com seqtiéncias de nucleotideos disponibilizadas no banco de dados
do Ribossomal Database Project Il (RDP 1I) versdo 10 (http://rdp.cme.msu.edu/), alinhadas
utilizando o programa Clustal X2.0 (THOMPSON et al., 1997; LARKIN et al., 2007) e editadas
com o programa CLC Sequence Viewer 6.1 (http://www.clcbio.com). Foram construidos
agrupamentos filogenéticos no programa MEGA verséo 4.0 (TAMURA et al., 2007) pelo método
de Neighbor-Joining (SAITOU; NEI, 1987) baseado na estimativa de distancia calculada pelo
método de Jukes-Cantor (JUKES; CANTOR, 1969) a partir de 1000 repeticdes bootstrap.

4.3.4.4 Anélise ultraestrutural

A técnica de microscopia eletrénica de varredura (MEV) foi aplicada para verificar
possiveis alteracdes ultraestruturais em microplantas submetidas a antibioticoterapia. Amostras
da regido mediana da lamina foliar do primeiro n6 expandido e amostras do sistema radicular da
regido mediana-apical de raizes adventicias externas foram retirados de microplantas, 10 dias
apos a adicdo das solucBes de antibidticos. As amostras foram fixadas em solucdo de Karnovsky
(1965) modificada (glutaraldeido 2,5%, formaldeido 2,5% em tampé&o cacodilato de sédio 0,05M,
pH 7,2, CaCl, 0,001M). Apo6s a fixacdo as amostras foram lavadas trés vezes por 5 min com
tampdo cacodilato de sodio 0.05M, e deixadas em glicerina 30% (em tampé&o cacodilato) por 2 h.
Em seguida as amostras foram criofraturadas com nitrogénio liquido, desidratadas em série
cetbnica (30, 50, 70, 90 e 100 %) e pela técnica do ponto critico de CO,, em aparelho Balzers
CPD 030. As amostras foram aderidas, com fita dupla face de carbono, a um suporte adequado
(stubs) e submetidas ao recobrimento com ouro-paladio em metalizador BAL-TEC SCD 050 por
3 min. As analises foram realizadas em microscopio eletrénico de varredura (ZEISS, DSM 940
A), utilizando-se 80 pA de amperagem e 15 kV de voltagem no laboratério do Nucleo de Apoio a
Pesquisa/Microscopia eletrénica Aplicada a Pesquisa Agropecuaria (NAP/MEPA/ESALQ/USP).


http://rdp.cme.msu.edu/
http://www.clcbio.com/

5 RESULTADOS

Uma representacao esquematica com um resumo dos principais resultados obtidos pode ser visualizada na Figura 7.
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Figura 7 — Diagrama explicativo com os principais resultados obtidos e temas abordados na discusséo deste trabalho
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5.1 Métodos dependentes de cultivo
5.1.1 Isolamento de bactérias endofiticas

No isolamento de bactérias endofiticas foi possivel observar, na segunda semana de
avaliacdes, o crescimento de colbnias bacterianas em duas unidades experimentais: a primeira
continha tecido radicular fragmentado e inoculado em meio LB, e a outra continha tecido
radicular triturado e inoculado em meio TSB (Figura 8). O crescimento dessas coldnias foi
limitado, ocupando area restrita ao tecido vegetal, e em apenas alguns explantes na placa de Petri.
As sequéncias de nucleotideos obtida a partir dessas coldnias, provenientes do meio LB e TSB,
apresentaram alta similaridade (97 a 100%) com seqliéncias de Bacillus pumillus e Paenibacillus

sp., respectivamente.

Figura 8 — Fragmentos de raizes provenientes de microplantas assintomaticas de abacaxizeiros, inoculados em meio
de cultura LB, no primeiro dia de incubacédo (a) e encobertos por coldnias bacterianas apds duas semanas
de incubacdo (b). Detalhe das colénias (c)
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5.2 Meétodos independentes de cultivo
5.2.1 Avaliacdo da comunidade bacteriana endofitica em raizes, folhas jovens e adultas

Os dados apresentados neste item foram publicados em Abreu-Tarazi et al. (2010). O
DNA extraido em quadruplicata para raizes (R), folhas jovens (FJ) e folhas adultas (FA)
apresentou alto rendimento e qualidade, quando comparado ao padrdo molecular, permitindo o
prosseguimento as analises moleculares previstas. Os produtos amplificados da PCR com o0s
primers 799f e R1492 geraram, como esperado, dois fragmentos: um produto de
aproximadamente 750 pb (16S rRNA bacteriano) e outro de aproximadamente 1100 pb (16S
rRNA cloroplastidial) (Figura 9). Dessa forma, confirmou-se a presenca de DNA bacteriano,
proveniente da comunidade endofitica.

9 10 11 12 CN CP 100ph
5 L) o P

Figura 9 — Resultado da amplificacdo do gene 16S rRNA a partir do DNA total de amostras de raizes, folhas jovens e
adultas provenientes de microplantas assintométicas de abacaxizeiros. Perfil eletroforético em gel de
agarose. LM — Low Mass DNA Ladder; CN — controle negativo; CP — controle positivo

A PCR-DGGE revelou que comunidades bacterianas endofiticas colonizam todos os
Orgdos vegetais analisados (raizes, folhas jovens e folhas adultas). Os agrupamentos hierarquicos
gerados a partir dos perfis de DGGE grupo-especifico evidenciaram diferengas nas estruturas das
comunidades de actinobactérias, « e S-proteobactérias nos diferentes 6rgédos (Figuras 10a, 10c,
10e e 10g). Os dendrogramas revelaram bandas comuns e especificas em cada grupo de amostras
e a especificidade e o compartilhamento dessas bandas (espécies) ficaram evidentes nos
diagramas de Venn (Figuras 10b, 10d, 10f e 10h).

Independentemente da comunidade analisada, as inimeras bandas nos perfis de DGGE

exibiram um padrdo de composicéao varidvel, especialmente em amostras de folhas. A riqueza de
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bandas foi sempre superior em amostras de folhas (jovens e adultas), exibindo padrdes mais
complexos do que em amostras de raizes. A similaridade entre os perfis de DGGE da
comunidade bacteriana total, de a-proteobactérias e actinobactérias entre folhas jovens e adultas
foi maior que quando comparados aos de raizes (Figuras 10a, 10c e 10e). Apesar dessa
similaridade, foram notadas diferencas entre os padrGes de folhas jovens e os de folhas adultas.
Em relacdo a comunidade de f-proteobactérias foi evidente uma maior semelhanca entre as

amostras de raizes e de folhas jovens (Figura 10g).

As andlises das sequiéncias das bandas 1-3 (Figura 10a) foram similares a sequéncias de
organismos cultivaveis e ndo cultiviveis. A banda n°l apresentou maior similaridade a uma -
proteobactéria ndo cultivavel (Pseudoxanthomonas sp.), a banda n°® 2 a uma p-proteobactéria
cultivdvel (Stenotrophomonas sp.), e a banda n® 3 a uma p-proteobactéria cultivavel

(Burkholderia sp.). Essas seqiiéncias apresentaram uma similaridade variando de 96 a 100%.
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Figura 10 - Agrupamento hierarquico dos perfis de DGGE da comunidade bacteriana total (a), actinobactérias (c), a-
proteobactérias (e) e [-protecbactérias (g) realizado com o algoritmo UPGMA e coeficiente de
correlagcdo de Pearson. Os valores nos ramos indicam a correlacdo cofenética do agrupamento das
amostras. Os diagramas de Venn (b, d, f e h) mostram a riqueza de bandas detectadas pelos perfis de
DGGE de amostras de raizes, folhas jovens e folhas adultas de microplantas de abacaxizeiro. As setas
correspondem a identificacdo das bandas excisadas do gel
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5.2.2 Avaliacdo da comunidade bacteriana endofitica em microplantas sob diferentes
periodos de cultivo

A PCR-DGGE revelou a presenca de bactérias endofiticas em todas as microplantas
independentemente do periodo de cultivo, sendo que a partir do agrupamento hierarquico foi
possivel verificar diferengas nas estruturas das comunidades bacterianas de acordo com esses
periodos (Figura 11a). Houve a formagao de trés agrupamentos principais que separaram cada um
dos periodos, sendo que as comunidades presentes nas amostras de microplantas com uma
semana (S1) e com quatro meses (M4) de cultivo apresentaram suas estruturas mais similares

entre si do que quando comparadas as de microplantas com oito meses (M8) (Figura 11a).

A nitida diferenciacdo da comunidade bacteriana endofitica em cada periodo de cultivo
também é expressa na PCA, a qual foi realizada com o mesmo conjunto de dados usado na
classificacdo hierarquica (Figura 11b). A PCA permitiu a distribuicdo dos perfis das comunidades
ao longo de eixos de ordenacdo com base na presenca e auséncia de bandas detectadas por
DGGE, e os valores percentuais associados a cada eixo da ordenagdo (X, Y) informaram a
explicabilidade desses eixos ao longo das mudancas percebidas nas estruturas de comunidades
dentro do espaco de ordenacdo. Conjuntamente, os dois eixos plotados em cada ordenacdo

apresentada explicaram 100% da distribuig&o dos dados.

O diagrama de Venn evidenciou a especificidade e o compartilhamento de bandas
(espécies) de cada grupo de amostras (Figura 11c). Assim como o agrupamento hierarquico, a
analise de PCA também exibiu uma clara separacdo entre cada um dos periodos de cultivo.
Entretanto, apenas com o diagrama de Venn foi possivel observar de forma nitida um grande
namero de espécies (27) sendo compartilhadas entre os trés periodos. Esse compartilhamento
representou mais de 25% de todas as espécies separadas (detectadas) em DGGE. O numero de
espécies foi maior nos perfis de microplantas S1, seguidos por M4 e M8. Essas Ultimas, por sua
vez, apresentaram apenas duas espécies exclusivas, representando menos de 3% do total. Houve
um maior compartilhamento, de 11 espécies entre S1 e M4 (z15%) e um compartilhamento

numericamente igual (6, 29%) entre microplantas S1 e as M8 e entre as M4 e M8 (Figura 11c).

Uma analise visual preliminar dos eletroferogramas gerados nas analises de ARISA
(Figura 11d) evidenciou uma diferenga nas estruturas das comunidades bacterianas entre 0s

diferentes periodos de cultivo in vitro, corroborando com os resultados de DGGE. Foi possivel
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notar a presenca de picos que estdo presentes no eletroferograma apenas de um grupo de amostras
e que ndo estdo presentes em outras, evidenciando UTO’s exclusivas em cada periodo de cultivo.
No eletroferograma de amostras de microplantas M8 o numero de UTO’s detectadas foi

notadamente menor do que para as S1 e M4 (Figura 11d).

De modo geral, a PCA realizada com os dados de ARISA revelou diferencas estruturais
na composicdo de comunidades bacterianas nos diferentes periodos de cultivo in vitro, porém
quando comparadas aquelas feitas a partir dos dados de DGGE, as amostras foram plotadas de
forma mais dispersa, mesmo que ainda tenha sido possivel verificar uma maior similaridade entre
as amostras de microplantas S1 e M4, formando um agrupamento diferente daquele das amostras
de microplantas M8 (Figura 11e).

O diagrama de Venn construido para verificar as interseccdes e peculiaridades entre os
dados de ARISA, identificou o nimero de UTO’s exclusivas e compartilhadas entre cada grupo
de amostras. As amostras que apresentaram maior riqueza de UTO’s foram as de microplantas S1
(67, =22%). Mais uma vez, seguindo o padrdo de respostas das analises de DGGE, a similaridade
entre as amostras de microplantas S1 e M4 prevaleceu quando comparadas as de M8, as quais

apresentaram um menor nimero de UTQO’s exclusivas (12, =4%) (Figura 11f).
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Figura 11 - Agrupamento hierarquico (a) da comunidade bacteriana total, realizado com o algoritmo UPGMA e
coeficiente de correlagdo de Pearson, andlise dos componentes principais (b) e diagrama de Venn (c)
baseados nos perfis de bandas de DGGE. Eletroferogramas das comunidades bacterianas (d), analise
dos componentes principais (e) e diagrama de Venn (f) e baseados nas analises de ARISA em amostras
de microplantas de abacaxizeiro com uma semana (S1), quatro meses (M4) e oito meses (M8) de
cultivo. Os nimeros de 1 a 12 indicam as replicatas
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5.2.3 Antibioticoterapia

A ANOVA dos efeitos da antibioticoterapia e periodo de cultivo na morfofisiologia foi
significativa para os trés parametros avaliados. Apenas para o0 parametro comprimento de raiz
houve interacdo significativa entre os fatores (antibioticoterapia e periodo de cultivo) (Tabela 3).
Com base no teste de separacdo de médias o tratamento | (auséncia de antibioticos) teve
influencia positiva e significativa para o comprimento de raiz. Os tratamentos 1V (gentamicina,
ampicilina e ciprofloxacina) e V (gentamicina, ampicilina, tetraciclina e ciprofloxacina) foram os
gue mais afetaram negativamente o crescimento de raizes (Tabela 4). Para o numero de folhas o
tratamento |11 (gentamicina, ampicilina e tetraciclina) foi o que apresentou a maior média, porém
sem diferenca significativa dos tratamentos | e Il (ampicilina, tetraciclina e ciprofloxacina).
Enquanto que para o comprimento de lamina foliar o tratamento 1V foi o que resultou na maior
média, sem diferenca significativa dos tratamentos Il e 1V. O efeito do tratamento Il destaca-se
por ter apresentado a maior média para o comprimento de ldmina foliar e, opostamente, a menor

média para comprimento de raiz e nimero de folhas (Tabela 4).

As analises pelo método DD indicaram que o ATE apresentou os maiores valores para
comprimento da maior raiz, quando comparados com o0s valores para numero de folhas e
comprimento da maior lamina foliar (Tabela 5). Esses valores indicam que a antibioticoterapia
influenciou negativamente o crescimento de raizes, dados confirmados pela anélise de regressdo
pelo método DD que revelou que os coeficientes de impacto foram estatisticamente significativos
e negativos para esse parametro. Por outro lado, os demais parametros, ndo foram significativos
apresentando valores de p elevados (Tabela 6). Ou seja, a acdo dos antibidticos teve efeito
prejudicial no crescimento de raizes, independentemente do tratamento e as alteragcdes observadas
no numero de folhas e no comprimento de lamina foliar estavam relacionadas com o efeito do

tempo de cultivo, e ndo com o efeito da antibioticoterapia nas microplantas.
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Tabela 3 — Analise de variancia (ANOVA) para os efeitos da antibioticoterapia e periodo de cultivo na morfogénese
vegetal in vitro avaliada por meio das medidas de comprimento de raiz, nimero de folhas e comprimento
de lamina foliar de microplantas de abacaxizeiro

Causas de variacdo GL SQ QM F P-valor

Comprimento de raiz (cm)
Antibioticoterapia 4,00 246,50 61,63 98,81 0,00
Periodo de cultivo 11,00 111,30 10,12 16,22 0,00
Interacdo de Antibioticoterapia por
Periodo de cultivo 44,00 113,90 2,59 4,15 0,00
Erro 420,00 261,96 0,62
Total 479,00 733,66

Numero de folhas

Antibioticoterapia 4,00 74,00 18,60 21,00 0,00
Periodo de cultivo 11,00 1047,00 95,20 107,20 0,00
Interacdo de Antibioticoterapia por
Periodo de cultivo 44,00 42,00 0,95 1,10 0,35
Erro 420,00 372,87 0,89
Total 479,00 1535,87

Comprimento de lamina foliar (cm)
Antibioticoterapia 4,00 41,00 10,20 10,90 0,00
Periodo de cultivo 11,00 3006,00 273,20 290,90 0,00
Interacdo de Antibioticoterapia por
Periodo de cultivo 44,00 35,00 0,80 0,80 0,76
Erro 420,00 394,50 0,94
Total 479,00 3476,50

Nota: GL = graus de liberdade; SQ = soma dos quadrados; QM = quadrado médio; F = valor de F da anélise da
varidncia; 0,00 = dado numérico igual a zero resultante de arredondamento de um dado numérico
originalmente positivo.

Tabela 4 - Efeito da antibioticoterapia na morfogénese vegetal in vitro avaliada por meio das medidas de
comprimento de raiz, nimero de folhas e comprimento de lamina foliar de microplantas de abacaxizeiro

Comprimento de Namero de Comprimento de
Tratamento . N :
raiz (cm) folhas lamina foliar (cm)

(1) auséncia de antibidticos (controle) 3,58 +1,83 a* 543+1,78 a 6,54+299b
(I1) ampicilina, tetraciclina e 2,33+0,81 b 5,70+ 1,68 a 6,98+278a
ciprofloxacina
(I11) gentamicina, ampicilina e 2,25+0,78 b 5,61+221a 6,89 2,40 a
tetraciclina
(IV) gentamicina, ampicilina e 1,54 +0,42 ¢ 473+155b 722+282a
ciprofloxacina
(V) gentamicina, ampicilina, 1,71+057 ¢ 4,88 + 1,46 ab 6,42 +2,40 b

tetraciclina e ciprofloxacina

Nota: *Os valores representam médias (+ desvio padrdo) de oito repeticdes. Médias seguidas pela mesma letra nas
colunas ndo diferem significativamente pelo teste de SNK (P = 0,05).
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Tabela 5 — Analise para os efeitos da antibioticoterapia na morfofisiologia vegetal in vitro pelo método de Diferencas
das Diferengas a partir das medidas de comprimento de raiz, nimero de folhas e comprimento de lamina
foliar de microplantas de abacaxizeiro

Variavel Meédias da 12 semana de Médias da 122 semana de ATT |ATE|
dependente avaliacOes avaliacOes

Tratamentos Controle  |C-T|  Tratamentos Controle  |C-T]|
Comprimento de raiz

I 1,80* 1,19 0,61 2,76 5,36 2,60 097 321
" 1,78 1,19 0,59 2,61 5,36 2,75 0,84 3,34
v 1,30 1,19 0,11 1,75 5,36 3,61 0,45 3,73
\ 1,35 1,19 0,16 2,00 5,36 3,36 0,65 3,53
Numero de folhas

I 3,75 3,50 0,25 8,25 8,13 0,12 450 0,13
i 3,38 3,50 0,12 9,13 8,13 1,00 575 1,13
v 3,25 3,50 0,25 7,13 8,13 1,00 3,88 0,75
\% 3,63 3,50 0,13 7,13 8,13 1,00 350 1,13
Comprimento delamina foliar

I 3,01 3,10 0,09 11,54 11,16 0,38 8,53 0,47
" 3,23 3,10 0,13 10,81 11,16 0,35 759 0,47
v 3,20 3,10 0,10 11,78 11,16 0,62 8,58 0,52
\Y 2,98 3,10 0,12 10,51 11,16 0,65 754 0,52

Nota: *Os valores representam médias de oito repeticGes; ATT = efeito médio do tratamento para os tratados;
|ATE| = médulo do efeito médio do tratamento; |C-T| = médulo da diferenca entre a média do grupo tratado e
do controle.

Tabela 6 — Andlise de regressao para os efeitos da antibioticoterapia na morfofisiologia vegetal in vitro pelo método
de Diferencas das Diferengas a partir das medidas de comprimento de raiz, nimero de folhas e
comprimento de Iamina foliar de microplantas de abacaxizeiro

Coeficiente de

Variavel dependente R? P-valor

impacto (5)
Comprimento de raiz
Tratamento Il -0,81 0,66 0,00
Tratamento 111 -0,84 0,70 0,00
Tratamento IV -0,87 0,76 0,00
Tratamento V -0,85 0,73 0,00
Ndmero de folhas
Tratamento 11 -0,05 0,00 0,85
Tratamento 111 0,37 0,14 0,16
Tratamento IV -0,24 0,06 0,37
Tratamento V -0,38 0,15 0,15
Comprimento de lamina foliar
Tratamento |1 0,15 0,02 0,59
Tratamento 11 -0,21 0,04 0,43
Tratamento IV 0,16 0,03 0,55
Tratamento V -0,17 0,03 0,53

Nota: 0,00 = dado numérico igual a zero resultante de arredondamento de um dado numérico originalmente positivo.
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As fotomicrografias da Figura 12 mostram as analises anatdmicas do ter¢o mediano de
folhas de microplantas de abacaxizeiro cv. IAC Gomo-de-mel realizadas aos 10 dias apds a
antibioticoterapia, as andlises histologicas ndo evidenciaram diferencas entre os tratamentos,
apresentando epiderme uniestratificada com células justapostas em ambas as superficies (Figuras
12a e 12b), mesofilo foliar homogéneo no eixo central e na regido bordo foliar (Figuras 12a e
12b) caracterizado principalmente pela presengca de parénquima clorofiliano, com células
arredondadas de paredes delgadas, evidenciadas pela coloracdo verde dos cloroplastos (Figura
12b). Nas analises histoquimicas do mesofilo realizadas 24 h, 48 h e 10 dias apds a
antibioticoterapia ndo foram notadas alteracGes entre os tratamentos, e revelaram a presenca de
amido e lipidios, com reacdo positiva para esses dois compostos nos testes de Lugol e Sudan
Black B, respectivamente (Figuras 12c, 12d, 12e e 12f). O amido, corado com Lugol, foi
observado em amiloplastos, distribuidos por todo o mesofilo foliar (Figuras 12c e 12d). A reacéo
para deteccdo de lipidios totais evidenciou a presenca desses compostos em células
parenquimaticas (Figuras 12e e 12f). As andlises histoquimicas ndo detectaram a presenca de
compostos fendlicos através do cloreto férrico, o qual em reacdo positiva revelaria a coloracdo

preta (Figuras 129 e 12h).
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Figura 12 — Fotomicrografias de secgdes transversais de laminas foliares de microplantas 10 dias ap0s a
antibioticoterapia. Sem corantes (branco) do tratamento | (a), Sem corantes (branco) do tratamento 11
(b), Lugol (cor preta: amido) no tratamento Il (c), Lugol (cor preta: amido) no tratamento 111 (d),
Sudan Black B (cor preta-azulada: lipideos totais) no tratamento | (e), Sudan Black B (cor preta-
azulada: lipideos totais) no tratamento IV (f), Cloreto férrico no tratamento | (g) e Cloreto férrico no
tratamento IV (h). EP = epiderme; Hip = hipodermeFV = feixe vascular; Mes = mesofilo; Clp =
cloroplastos; A = amido
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O resultados das andlises histoldgicas com raizes de microplantas de abacaxizeiro cv. IAC
Gomo-de-mel ap6s 10 dias da antibioticoterapia, da mesma forma que o observado com as
folhas, ndo evidenciaram diferencas entre os tratamentos. As fotomicrografias da Figura 13
mostram as analises anatdmicas das raizes dessas microplantas realizadas aos 30 dias apés a
antibioticoterapia. As imagens do tratamento | (controle) evidenciaram raizes tipicas, constituidas
de epiderme, cortex e cilindro central (Figuras 13a, 13b e 13c). A epiderme apresentou-se
uniestratificada com pélos radiculares e o cortex com parénquima, esclerénquima, aerénquima e
endoderme (Figuras 13a e 13c). O tecido parenquimatico apresentou-se compacto, multisseriado,
com células de tamanho variado. O anel esclerenquimatico possuia de dois a cinco estratos de
fibras com paredes celulares espessadas pela deposi¢do de lignina, destacada pela coloracéo rosea
promovida pela a¢do do corante fucsina (Figura 13c). O aerénquima destacou-se pela presenca de
grandes espacos intercelulares e, o cortex apresentou-se delimitado internamente por endoderme
conspicua, com paredes celulares espessadas por lignina em forma de “U” (Figuras 13b e 13c). O
cilindro central constituido por periciclo, sistema vascular e medula. Periciclo uniestratificado
com células de paredes delgadas e alongadas longitudinalmente. Sistema vascular poliarco
formado por cerca de seis arcos de protoxilema e a regido medular formada por células

esclereificadas (Figura 13b).

Em relagdo as imagens dos demais tratamentos destaca-se a total auséncia do anel
esclerenquimatico nos tratamentos |l (ampicilina, tetraciclina e ciprofloxacina) e Il
(gentamicina, ampicilina e tetraciclina) e a reducdo dos estratos e também da espessura das
paredes das células desse mesmo tecido nos tratamentos IV (gentamicina, ampicilina e
ciprofloxacina) e V (gentamicina, ampicilina, tetraciclina e ciprofloxacina) (Figuras 13d, 13g, 13j
e 13m). Outra grande discrepancia foi observada na comparacdo do diametro das raizes, em
consequéncia da reducdo de estratos do cortex no tratamento V em relacdo aos demais
tratamentos (Figuras 13m, 13n e 130). Também em relacdo ao tratamento V foi possivel notar o
aumento no namero de pélos radiculares (Figura 13m), caracteristica percebida pela diferenca no
didmetro a olho nu quando comparadas as raizes dos tratamentos V e | (Figura 14).
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Figura 13 — Fotomicrografias de secc¢@es transversais de raizes de microplantas de abacaxizeiro coradas com azul de
astra e fucsina, 30 dias ap0s a antibioticoterapia. Tratamento I (a, b, ¢), I1 (d, e, ), 111 (g, h, i), IV (j, k, 1),
V (m, n, 0). Aer = aerénquima; CC = cilindro central; En = endoderme; Ep = epiderme; Esc =
esclerénquima; Pe = periciclo; Pl = pélo radicular; Pr = parénquima
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I

Figura 14 — Aspecto geral do sistema radicular de microplantas de abacaxizeiro 30 dias apds antibioticoterapia
(tratamentos I, II, 111, IV e V). A érea retangular destaca a diferenca morfoldgica entre as raizes de
microplantas do tratamento V quando comparadas ao tratamento |

A PCA realizada com base nos perfis de bandas de DGGE evidenciou a formacgéo de
cinco agrupamentos principais e as amostras dentro de cada agrupamento foram plotadas de
forma agregada (Figura 15). A separacdo pelo efeito da antibioticoterapia ocorreu dentro de cada
um desses grupos, destacando a similaridade entre as replicatas. Todavia ndo foi possivel notar
um padrdo de respostas entre todos os grupos, cada grupo de bactérias revelou uma resposta
diferenciada. Houve apenas uma padronizacdo, na qual o tratamento controle (I) sempre
apresentou maior similaridade com o tratamento Il (Figuras 16 e 17). Nas analises
individualizadas de agrupamento hierarquico e PCA para cada grupo de bactérias ficou ainda
mais nitida a variagdo de respostas dos tratamentos. Para actinobactérias, /- e y-proteobactérias o
tratamento 111 foi o qual formou o agrupamento menos similar, enquanto que para cianobactérias
foi o tratamento V e para a-proteobactérias foi o IV (Figuras 16 e 17). As PCAs ratificam essas
observacOes apresentando plotagens de amostras que se agruparam em replicatas e se separaram
por tratamentos. Com destaque para a PCA de cianobactérias que apesar de ndo identificar a

similaridade entre os tratamentos | e Il como retratado no agrupamento hierarquico, separou
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nitidamente os tratamentos com suas replicatas (Figura 16), e para as PCAs de a- e f-
proteobactérias nas quais nao foi possivel distinguir a separacdo entre os tratamento Ill, IV e V
(Figura 17).
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Figura 15 - Andlise dos componentes principais (PCA) baseada nos perfis de bandas de DGGE de actinobactérias,
cianobactérias, a-proteobactérias, S-protecbactérias e y-proteobactérias das amostras de microplantas de
abacaxizeiro submetidas a antibioticoterapia. Os nimeros de 1 a 9 indicam as replicatas
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Figura 16 - Analise dos componentes principais (PCA) (a, ¢) e agrupamento hierarquico (b, d) dos perfis de DGGE
de actinobactérias (Act) e cianobactérias (Cya), realizado com o algoritmo UPGMA e coeficiente de
correlagdo de Pearson. Os valores nos ramos indicam a correlagdo cofenética do agrupamento das
amostras de microplantas de abacaxizeiro submetidas a antibioticoterapia. Os nimeros de 1 a 9 indicam
as replicatas

Quanto a analise baseada no sequenciamento de bandas excisadas de géis de DGGE,
foram selecionadas 18 bandas referentes a comunidade bacteriana total visando identificar os
filotipos (Figura 18). Foram consideradas sequéncias de nucleotideos obtidas de
aproximadamente 12 clones para cada banda excisada. A analise comparativa entre as sequéncias
obtidas de todos os clones quando comparadas aquelas depositadas no banco de dados
Ribossomal Database Project Il (RDP Il) revelou mais de um organismo para cada banda. O
organismo de maior ocorréncia foi considerado na representacdo da banda, e apenas a sequéncia
de um clone (>97% de identidade com a seqliéncia do organismo de maior ocorréncia) foi

utilizada na analise de agrupamento filogenético (Figura 19).
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Figura 17 - Anéalise dos componentes principais (PCA) (a, c, €) e agrupamento hierarquico (b, d, f) dos perfis de
DGGE de a-proteobactérias (Alfa), S-proteobactérias (Beta) e y-proteobactérias (Gama), realizado com
o0 algoritmo UPGMA e coeficiente de correlacdo de Pearson. Os valores nos ramos indicam a correlagdo
cofenética do agrupamento das amostras de microplantas de abacaxizeiro submetidas a
antibioticoterapia. Os nimeros de 1 a 9 indicam as replicatas
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Figura 18 - Agrupamento hierarquico dos perfis de DGGE da comunidade bacteriana total, realizado com o
algoritmo UPGMA e coeficiente de correlagdo de Pearson. Os valores nos ramos indicam a correlago
cofenética do agrupamento das amostras de microplantas de abacaxizeiro submetidas a
antibioticoterapia. As setas correspondem a identificacdo das bandas excisadas do gel

Independentemente do posicionamento no gel de DGGE todas as bandas apresentaram
similaridade com seqiiéncias de proteobactérias (Figura 19). No agrupamento filogenético a
banda 1 mostrou grande similaridade com clones do género Herbaspirilum, enquanto que as
bandas 3 e 4 se apresentaram mais proximas as sequiéncias de Burkholderia e a banda 5 mostrou
maior proximidade com o clone de Massilia. Por sua vez, as bandas 2, 7, 8 e 10 mostraram
proximidade com clones do género Ralstonia. A banda 6 foi altamente similar com sequiéncias do
género Delftia e a banda 11 com seqiiéncias de Hydrogenophaga. Essas dez bandas formaram um
agrupamento diferenciado representando exemplares do grupo das p-proteobactérias. O
agrupamento mais proximo foi representado pelas bandas 13 e 15 similares aos clones de
Novosphingobium, Unicos representantes do grupo das a-proteobacterias. Constituindo outro
grande agrupamento, a banda 9 se afiliou com clones de Pseudomonas, a banda 12 com
Acinetobacter, as bandas 14 e 17 com Photorhabdus e as bandas 16 e 18 com 0s géneros
Enterobacter e Citrobacter. Essas seis bandas formaram o agrupamento referente as j-

proteobactérias (Figura 19).
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Figura 19 - Agrupamento filogenético mostrando a relagdo entre alguns isolados bacterianos e bandas excisadas de
DGGE de amostras de microplantas de abacaxizeiro submetidas a antibioticoterapia. O alinhamento das
sequéncias e a filogenia foram realizados com base na seqiiéncia parcial obtida das bandas, as quais

foram comparadas com sequiéncias do Ribossomal Database Project 11 (RDP 1lI). A escala apresentada
indica a divergéncia entre as sequéncias
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A microscopia eletronica de varredura (MEV) possibilitou a observacdo de regides
colonizadas por bactérias em amostras de laminas foliares e raizes de microplantas de
abacaxizeiro consideradas axénicas (Figura 20). As células bacterianas apresentaram formato de
bastonete arredondado e estavam aderidas a superficie interna de células do mesofilo foliar e do
cortex de raiz (Figuras 20a, 20e e 20f), de células da bainha do feixe vascular (Figuras 20a e 20b)
e de células adjacentes ao feixe vascular em raiz (Figura 20d). A distribuicdo espacial das
bactérias ndo apresentou padronizacdo, mas foi evidente a existéncia de biofilme formado por

aglomerados bacterianos intracelulares (Figuras 20b, 20c e 20e).

microplantas de abacaxizeiro consideradas axénicas. Bactérias (setas vermelhas) colonizando
internamente células do mesofilo foliar (a) e células da bainha do feixe vascular do mesofilo (b); com
destaque para o aglomerado de bactérias em células do mesofilo (c); célula adjacente ao cilindro
vascular de raiz (d); destaque de bactérias em células do cortex de raiz (e) e (f). Seta preta evidencia a
formac&o de biofilme intracelularmente
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6 DISCUSSAO

Bactérias dos géneros Bacillus e Paenibacillus, isoladas de tecido radicular de
microplantas assintomaticas de abacaxizeiro, sdo comumente relatadas na literatura como
enddfitos benéficos, colonizadores de diversas familias de plantas. Ambos os géneros sao do filo
Firmicutes, apresentando bactérias Gram-positivas, aerébias ou anaerobias facultativas. Bacillus
e Paenibacillus sdo consideradas bactérias promotoras de crescimento e fixadoras de nitrogénio
(STURZ; CHRISTIE; NOWAK, 2000), capazes de induzir resisténcia sistémica nos vegetais
(JUNG et al., 2006; ONGENA; JACQUES, 2008), com amplo potencial para utilizacdo no
controle bioldgico de fitopatégenos (DONG; ZHANG, 2006). Além disso, sdo produtoras de
antibidticos antifingicos que demonstraram forte acdo inibitéria contra fitopatdgenos de
mandioca, feijdo, canola, trigo, dentre outras culturas economicamente importantes (RYAN et al.,
2008). Os dois géneros constituem os enddfitos mais abundantes nas coniferas (IZUMI et al.,
2008), além de ja terem sido isolados de plantas saudaveis e com superficie desinfestadas de
vérias espécies vegetais incluindo citros (ARAUJO et al., 2001; LACAVA et al., 2006), feijdo
(LEE et al., 2005), milho (SOUZA, 2006), algoddo (MISAGHI; DONNDELINGER, 1990),
cana-de-acucar (BODDEY et al., 2003); soja (BAI et al., 2002), batata (GARBEVA et al., 2003),
bréssicas (WUELFF; van VUURDES; HOCKENHULL, 2003), café (VEGA et al., 2005), dentre

varias outras.

Na cultura de tecidos vegetais ja existem relatos de Bacillus spp. e Paenibacillus spp.
presentes, de forma persistente e encoberta em plantas mantidas por longos periodos in vitro.
Thomas (2004a, 2006) conseguiu identificar Bacillus spp. provenientes de microplantas de uva e
meldo, aparentemente axénicas. Enquanto que Paenibacillus foi considerado o principal grupo de
endofiticos em plantas lenhosas mantidas in vitro (ULRICH; STAUBER; EWALD, 2008). Em
ambos os estudos, que apontaram a descoberta desses endo6fitos em microplantas, verificaram-se
concomitantemente, a promocéo de crescimento de raizes e proliferacdo de brotos, enfatizando a
necessidade de estudos complementares que avaliem a influéncia morfofisioldgica de bactérias
endofiticas na cultura de tecidos vegetais, levando em consideracdo a possivel acdo de
fitorménios (TIMMUSK et al., 1999), antibi6ticos peptideos (BEATTY; JENSEN, 2002) e

enzimas hidroliticas (SAKIYAMA et al., 2001), que sdo produzidos por essas bactérias.
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Apesar desses relatos e do potencial benéfico desses enddéfitos, essas coldnias de Bacillus
spp. e Paenibacillus spp ndo puderam ser alvo de demais andlises. Isso porque apenas duas, das
120 unidades experimentais, apresentaram essas colonias que podem ter-se originado a partir de
suas formas vegetativas esporuladas, altamente resistentes ao calor (FOSCHINO; GALLI,
OTTOGALLI, 1990; SCHOCKEN-ITURRINO; NADER FILHO; DIMENSTEIN, 1996),
caracterizando algum tipo de contaminagdo na manipulacéo do vegetal no momento de incubagéo
nas placas. Por outro lado, a baixa taxa de crescimento de col6nias no experimento como um todo
ndo descarta a possibilidade de haverem bactérias endofiticas nos tecidos vegetais em questao.
Outras bactérias ou até representantes dos géneros abordados neste item, podem estar
colonizando internamente as microplantas, mas por serem endofiticos (intracelulares)

obrigatdrios, ndo se desenvolveram no ambiente externo a célula vegetal.

As plantas vasculares fornecem um nicho ecoldgico impar para diversas comunidades de
simbiontes cripticos que frequentemente contribuem com mdltiplos beneficios, como o aumento
da eficiéncia fotossintética, nutricional e hidrica, além de tolerancia a estresses bidtico e abiotico
(BARROW et al., 2008). Recentes abordagens sobre a relacdo de endossimbiose entre plantas e
bactérias tém se intensificado desde a Teoria da Evolugdo por Endossimbiose popularizada por
Lynn Margulis em 1988 em seu livro intitulado Symbiotic Planet (RUTZ; HIRAKAWA, 2008).
Atualmente, a compreensdo dessa relacdo vém sendo aprimorada com estudos bioquimicos e
genéticos que desvendam até a reprogramacdo de células vegetais para acomodar o
microrganismo endosimbidntico (OLDROYD; HARRISON; PASZKOWSKI, 2009).

As caracteristicas bioquimicas do microambiente gerado intercelularmente pelo
organismo hospedeiro sdo indispensaveis para 0 estabelecimento dos endossimbiontes
(SCHULZ; BOYLE, 2005; SMITH, 1979; STURZ; CHRISTIE; NOWAK, 2000), que muitas
vezes sdo considerados microrganismos ndo-cultivaveis. Porém, na realidade, as condic¢Ges sob as
quais as bactérias crescem no seu habitat natural sdo desconhecidas (MUYZER; SMALLA,
1998) ou de grande dificuldade para mimetizacdo, tornando-as impraticaveis para o cultivo.
Técnicas independentes de cultivo, como 0 PCR-DGGE véem sendo aplicadas com sucesso para
estudos de comunidades bacterianas endofiticas (GARBEVA et al., 2001; ARAUJO et al., 2002;
ABREU-TARAZI et al., 2010), justamente pela dificuldade de se promover o crescimento e

desenvolvimento dessas em ambiente diferente daquele em que se originaram e se adaptaram.



89

Em relacdo as andlises independentes de cultivo, a amplificacdo de duas bandas distintas
resultantes da PCR com os primers f799 e 1492R a partir das amostras de raizes, folhas jovens e
folhas adultas confirmou a presenca de DNA bacteriano em associacdo com o material vegetal
(Figura 9), resultado comprovado pelas analises de PCR-DGGE realizadas com as mesmas
amostras (Figura 10). A presenca de bandas de DGGE em amostras provenientes de plantas
supostamente livres de bactérias, cultivadas em condicGes assépticas, indica que estes endofitos
estavam presentes, “escondidos” nos tecidos vegetais. Muitas comunidades endofiticas séo
consideradas cripticas ja que ndo produzem sintomas e escapam de deteccdo pelas técnicas de
histoquimica, microscopia, isolamento e demais métodos que envolvem o cultivo (DECKERT;
MELVILLE; PETERSON, 2001; PARBERY, 1996). Estudos recentes com plantas in vitro, como
a equinacea (LATA et al., 2006), ginseng siberiano (MULLER; DORING, 2009), pupunheira
(ALMEIDA et al., 2009), além de frutiferas como a bananeira (THOMAS et al., 2008) e o
mamoeiro (THOMAS et al., 2007), indicam a existéncia de comunidades bacterianas as quais s6
puderam ser desvendadas por meio anélises independentes de cultivo (anélise do gene 16S rRNA
de Bacteria e PCR-DGGE). Técnicas mais inovadoras de microbiologia molecular e microscopia
sdo requeridas para o estudo dessas comunidades e algumas vezes, dependendo da acuracidade,
até mesmo os métodos mais recentes permanecem insuficientes para que se possa apreciar com
plenitude o papel sinergético desempenhado por endéfitos (BARROW et al., 2008; SCHULZ;
BOYLE, 2005).

No que diz respeito a seletividade das bactérias endofiticas detectadas nas amostras de
raizes, folhas jovens e folhas adultas, as analises de agrupamentos com base nos perfis DGGE
revelou diferengas entre as estruturas das comunidades de actinobactérias, « e f-proteobactérias
nos tecidos vegetais estudados (Figuras 10a, 10c, 10e e 10g). Os dendrogramas mostraram a
presenca de bandas especificas e de bandas comuns em cada grupo de amostras. A especificidade
e o compartilhamento dessas bandas, expressas nos diagramas de Venn (Figuras 10b, 10d, 10f e
10h) sugerem que os diferentes grupos bacterianos realizam diferentes colonizagdes em cada
parte das microplantas. Essas diferentes colonizagcdes podem ser atribuidas aos padrdes vegetais
fisiologicos ou quimicos, os quais podem influenciar de forma diferenciada cada tecido, cada
orgdo, levando a uma sele¢do diferencial de microrganismos associados a raizes (ANDREOTE et
al., 2009b; IZUMI et al., 2008) ou folhas.
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Independentemente do grupo de bactérias que foi analisado, os perfis de DGGE revelaram
um padrdo complexo e de composicdo variavel (Figuras 10a, 10c, 10e e 10g). As semelhancas
entre as comunidades endofiticas entre as amostras pode estar relacionada com a ecologia desses
grupos de bactérias, que tém uma dindmica populacional diretamente relacionada com o
metabolismo vegetal e também com a disponibilidade de nutrientes que modulam a ocupacéo de
nicho e estrutura das comunidades bacterianas (ANDREOTE et al., 2009a; BATTIN et al., 2007;
BAUDOIN; BENIZRI; GUCKERT, 2003; 1ZUMI et al., 2008). Normalmente, na rizosfera, o
carbono organico € considerado como a forca motriz para a densidade e atividade microbiana
(BAUDOIN; BENIZRI; GUCKERT, 2003; FISHER et al., 2000). E uma vez dentro do tecido
vegetal, os diferentes mecanismos de distribuicdo de bactérias podem ser devido a interagcdes com
outras bactérias ou devido as diferentes habilidades de cada microrganismo, o que lhes permite
explorar diferentes nichos (GARBEVA et al., 2001, LODEWYCKX et al., 2002). No entanto,
esta dindmica da nutricdo é alterada no processo de micropropagacdo. Plantas in vitro sdo
cultivadas em meio com grande oferta exdgena de fonte de carbono, levando a um metabolismo
heterotréfico ou mixotrofico (ESCALONA et al., 2003; HAZARIKA, 2006; POSPISILOVA et
al., 1987). Entretanto, as raizes de plantas in vitro sdo consideradas ndo-funcionais e podem
deixar de ser importantes 6rgdos de armazenamento, devido a forte forca de dreno exercida pelas
folhas, as quais possuem capacidade fotossintética limitada (GROUT, 1988; GROUT; ASHTON,
1978; POSPISILOVA et al., 1987).

Em plantas mixotroficas, as folhas jovens ou adultas, ndo sdo a principal fonte de energia
e de fotoassimilados. Pelo contrario, as folhas in vitro podem tornar-se a principal fonte de
reserva de carbono devido ao seu comportamento de dreno (GROUT, 1988; GROUT; ASHTON,
1978; SHORT et al., 1984). Desta forma, esta maior reserva de carbono pode suportar um maior
grupo de bactérias nestes nichos, resultando em um maior nimero de bandas no perfil de DGGE.
Além disso, folhas adultas, atuando como 6rgdos dreno, sdo capazes de promover o trafico ndo-
especifico de moléculas através dos plasmodesmos (BALUSKA et al., 2001; CRAWFORD;
ZAMBRYSKI, 2001; ROBERTS et al., 2001), podendo fornecer um ambiente rico em nutrientes
para o crescimento de endofitos como o que ocorre nas folhas jovens. Considerando que as
relacbes fonte-dreno no hospedeiro parecem ser um fator determinante no crescimento de
enddfitos (BETHLENFALVAY, BROWN; PACOVSKY, 1982; COMPANT et al., 2005a), isso

justificaria os semelhantes padrdes de bandas verificados entre amostras de folhas.
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A alta similaridade entre as replicatas de amostras de raizes, folhas jovens e folhas adultas
era esperada, considerando-se que as microplantas eram clones cultivados sob as mesmas
condicdes controladas, o que limitou as varia¢fes das condi¢cGes ambientais, as quais sao tidas
como moduladores da estrutura de comunidades bacterianas (ARAUJO et al., 2002; BACON;
HINTON, 2006; ROSENBLUETH; MARTINEZ-ROMERO, 2006). Sendo assim, as diferencas
notadas entre as amostras estiveram restritas ao microclima de cada tubo de ensaio e ao historico

de subcultivos de cada microplanta.

O sequenciamento de bandas (Figura 10a) que resultou na similaridade com sequéncias de
Pseudoxanthomonas sp., Stenotrophomonas sp. e Burkholderia sp. esta relacionado com outros
estudos, nos quais as proteobactérias apresentam-se como um grupo predominante de endéfitos,
promovendo efeitos benéficos em plantas hospedeiras, tais como a promocao do crescimento,
inducdo de resisténcia sistémica e antagonismo a fitopatdgenos pela producdo de antibidticos
(ANDREOTE et al., 2006; 2009b; CHELIUS; TRIPLETT, 2001; COMPANT et al., 2005g;
DIAS et al., 2009; HASHIDOKO et al., 1999). A ocorréncia de espécies de Stenotrophomonas ja
foi verificada em microplantas de equinacea (LATA et al., 2006), comigo-ninguém-pode (JAN et
al., 2004), lavanda-do-mar (LIU; HSU; WU,. 2005) e ginseng siberiano (MULLER; DORING,
2009). Ao mesmo tempo estudos com espécies de Burkholderia em abacaxizeiro comprovaram a
capacidade dessas bactérias em promover o crescimento vegetal durante a fase de aclimatizacdo
de microplantas (WEBER et al., 2003a, b) e aumentar a produtividade de frutos (WEBER et al.,
2004), indicando que os beneficios causados pela interacdo entre plantas e as bactérias dos
géneros Stenotrophomonas e Burkholderia também podem ocorrer nas microplantas de
abacaxizeiros, uma vez que ao menos Burkholderia spp. ja foram isoladas de outros cultivares de
abacaxizeiro in vivo (WEBER et al., 1999).

Por outro lado, bactérias do género Pseudoxanthomonas isoladas de solo rizosférico
foram identificadas como degradadoras de antraceno (NAKATANI et al., 2008), hidrocarboneto
aromatico policiclico (HAP) tdxico, mutagénico e carcinogénico que ndo é degradado pela
maioria dos microrganismos do solo (SAMANTA et al., 2002). A presenca dessa bactéria em
plantas in vitro como o abacaxizeiro, pode trazer beneficios ndo diretamente relacionados ao
desenvolvimento vegetal, mas ao uso da cultura in vitro para talvez intensificar a populacéo
dessas bactérias que entdo poderiam ser utilizadas como biorremediadoras de solos contaminados

por residuos petroquimicos. Isso porque, uma das técnicas para aumentar a eficiéncia da
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biodegradacdo microbiana de HAPs é justamente o emprego de plantas que possam estimular a
acdo dos microrganismos do solo (SUSARLA et al., 2002), ou aumentar a populagdo desses

agentes remediadores.

O perfil de bandas de DGGE a partir de amostras de microplantas com uma semana (S1),
quatro meses (M4) e oito meses (M8) de cultivo, reafirmou a presenca de enddéfitos provenientes
de tecidos vegetais de microplantas consideradas axénicas (Figura 11a), como ja evidenciado
anteriormente para amostras de raizes, folhas jovens e folhas adultas. Esse perfil indica a
existéncia de uma comunidade endofitica com estrutura variavel em cada periodo de cultivo in
vitro avaliado, desde a primeira semana (microplantas S1) até oito meses de cultivo (M8). Na
andlise de agrupamento hierarquico a formacdo de um agrupamento para cada um dos periodos
de cultivo (Figura 11a) revela diferencas entre os perfis de bandas, que podem estar relacionadas
as caracteristicas fisioldgicas e/ou quimicas que variam ao longo do desenvolvimento das
microplantas, alterando as estruturas das comunidades bacterianas endofiticas. Essas
caracteristicas podem envolver desde o fluxo de compostos de carbono e de agua até o potencial

meristematico das células vegetais.

No que se refere ao fluxo de compostos de carbono, vale lembrar que os processos de
heterotrofia ou mixotrofia dos vegetais in vitro, bem como a fotossintese, sdo amplamente
modificados pelo teor de aglcares exdgenos disponiveis no meio de cultura (ESCALONA et al.,
2003; TICHA et al.,, 1998; VAN LE; SAMSON: DESJARDINS, 2001). A mixotrofia, por
exemplo, contribui para a reciclagem dos produtos da respiracao celular (VALERO-ARACAMA,
2005) fazendo com que a fotossintese deixe de ser a principal fonte de carbono. E, a medida que
a disponibilidade de aglUcares do meio de cultura é reduzida dia apds dia, enquanto os tecidos das
microplantas utilizam esse carbono para seu crescimento, o metabolismo vegetal tende a ser
alterado para suprir essa caréncia. E importante salientar que as folhas das microplantas em S1
(uma semana) ou M4 (quatro meses de cultivo), quando ainda ha disponibilidade de meio de
cultura, mesmo ja havendo alguma escassez de nutrientes, realizam o papel de 6rgaos-dreno de
carbono. Por outro lado, as folhas das microplantas M8 (oito meses de cultivo) enfrentam a
escassez prolongada de carboidratos e alteragcbes de pH (YOSHIHARA; HANYU, 1992). O
progresso do crescimento de tecidos vegetais, ao longo do tempo, altera o pH do meio de cultura
(SKIRVIN et al.,1986; YOSHIHARA; HANYU, 1992), afetando a absorcao e disponibilidade de
nutrientes (MINOSHA, 1987) e prejudicando processos organogénicos in vitro (LEIFERT;
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CAMOTTA; WAITES, 1992; ZHANG; STOLTZ, 1989). Sendo assim, a alteracdo do
metabolismo de carbono pode ter sido um dos fatores que contribuiram para as diferengas nas
estruturas das comunidades endofiticas observadas entre os diferentes periodos de cultivo neste
trabalho. Destaca-se que os carboidratos do meio de cultura fornecem energia metabolica e
esqueletos carbdnicos para a biossintese dos compostos organicos necessarios para o crescimento
dos tecidos das microplantas (CALDAS, HARIDASAN; FERREIRA, 1998), e vdo tornando-s e
escassos diante de um longo periodo de cultivo. Como conseqiiéncia, a auséncia de sacarose
(principal fonte de carbono exodgena) intracelular pode resultar a perda de turgor na célula
vegetal, devido ao seu importante potencial de manutencdo osmotica (YOON et al., 2009), o que
possivelmente prejudicaria o estabelecimento ou manutencgdo de end6fitos em microplantas M8.

Uma vez que o ambiente celular vegetal em M8 provavelmente ndo apresentava mais as
caracteristicas estaveis de pH, niveis de oxigénio e outros pré-requisitos metabdlicos favoraveis e
até indispensaveis para a relacdo endofito-hospedeiro (SCHULZ; BOYLE, 2005; SMITH, 1979;
STURZ; CHRISTIE; NOWAK, 2000), a populacdo bacteriana endofitica tenderia a ser
drasticamente diminuida. Essa conseqiiéncia pode ser visualizada na reducdo do namero de
espécies ou UTQO’s detectados pelas analises de DGGE e ARISA, respectivamente, em amostras
de microplantas M8. Por outro lado, era esperado que essas mesmas condi¢fes desfavoraveis
apos oito meses sem qualquer renovacdo de nutrientes ou agua, levasse ao estresse hidrico das
microplantas M8, ja que com o passar do tempo a 4gua e o meio de cultura sdo consumidos para
0s processos metabolicos da microplanta. Esse estresse provocaria varios distdrbios fisioldgicos
levando a extensivos danos as membranas, desencadeando processos peroxidativos de lipidios,
com perda de eletrolitos pela célula (ALONSO; QUEIROZ; MAGALHAES, 1997; QUEIROZ et
al., 1998; QUEIROZ; GARCIA; LEMOS FILHO, 2002) resultando no colapso do metabolismo
celular, e consequentemente em fenbmenos como a apoptose. Entretanto, vale ressaltar que ndo
foram verificadas caracteristicas morfofisiologicas comuns ao estresse hidrico, uma vez que a
resposta mais proeminente das plantas nessas condi¢des consiste em um acentuado declinio na
expansdo de area foliar, aceleracdo da senescéncia e abscisdo das folhas (McCREE;
FERNANDEZ, 1989; SANTOS; CARLESSO, 1998). Possivelmente, as bactérias endofiticas
remanescentes em M8 sejam responsaveis pelo aumento da tolerancia ao estresse causado por
deéficit hidrico na microplanta hospedeira. Diversos estudos baseados na inoculacdo artificial de

bactérias endofiticas constataram os beneficios que essas promovem nas plantas aumentando a
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tolerancia ao estresse osmotico (CREUS; SUELDO; BARASSI, 1998), a restrigdo nutricional
(CHANWAY, 1998) e, principalmente, a seca (NOWAK; ASIEDU; LAZAROVITS, 1995;
SILVA et al., 2009). No que se refere exclusivamente a uma maior resisténcia a seca, estudos
prévios indicam que, a0 menos, actinobactérias (HASEGAWA et al., 2006; KUNOH, 2002),
bactérias do género Azospirillum (CREUS; SUELDO; BARASSI, 1998), Pseudomonas
(SHARMA; NOWAK, 1998), Bacillus e Enterobacter (SILVA et al., 2009), dentre outras, tém

essa capacidade in vivo.

No desenvolvimento vegetal in vitro os processos naturais de divisdo e diferenciacdo
celular ocorrem regularmente (GEORGE; HALL; DE KLERK, 2008) e a medida que as células
vao se distanciando dos &pices radicular e caulinar, as mesmas se tornam cada vez mais
diferenciadas, com seu potencial meristematico reduzido (STANGE, 1965). Nesse processo no
qual as celulas passam de competentes para determinadas, suas estruturas internas sdo
significativamente transformadas se adaptando as suas “novas” fungdes. Alteragdes COMO essas
ocorrem com o vegetal in vitro ao longo do tempo de cultivo. A capacidade de divisao, sintese e
aproveitamento de organelas, nutrientes e demais componentes celulares vai se tornando cada vez
mais escassa, limitando também a capacidade de sustentar a comunidade bacteriana endofitica
intra e intercelular (ZANGARO et al., 2008). A maior quantidade de UTQO’s e espécies detectadas
nas amostras de microplantas S1 se justifica pela alta atividade metabolica de seus tecidos,
intenso trafico de moléculas e de microrganismos através dos seus plasmodesmos, promovendo
um ambiente mais atrativo as comunidade bacterianas endofiticas do que as microplantas em M4
e M8.

Em relacdo ao uso das analises de DGGE e ARISA pode-se afirmar que ambas serviram
ao proposito de revelar caracteristicas da comunidade bacteriana endofitica. As analises de
riqueza dos perfis de DGGE e dos padrdes de picos gerados por ARISA (Figuras 11c e 11f)
apresentaram resultados convergentes, onde se observou que houve o mesmo padrdo de
similaridade entre as amostras, sugerindo que independentemente da andlise realizada o0s
agrupamentos foram semelhantes. Uma maior riqueza de UTO’s foi detectada com ARISA, se
comparado ao numero de espécies separadas nos perfis de DGGE. Isso porque, as analises de
DGGE de fragmentos de rDNA amplificados por PCR geram fingerprinting dos constituintes
mais dominantes de populacdes microbianas mistas (MUYZER; DE WAAL; UITTERLINDEN,

1993), enquanto que as analises de ARISA sdo capazes de gerar maior variabilidade ao investigar
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os organismos ao nivel das comunidades (GURTLER; STANISICH, 1996). Cabe ainda
considerar a sensibilidade da eletroforese capilar automatizada na caracterizacdo da
complexidade de comunidades microbianas (NAVARRETE, 2009).

As analises estatisticas do efeito da antibioticoterapia no crescimento de raizes, numero de
folhas e crescimento de ladminas foliares, mostraram que os tratamentos Il (ampicilina,
tetraciclina e ciprofloxacina), Il (gentamicina, ampicilina e tetraciclina), IV (gentamicina,
ampicilina e ciprofloxacina) e V (gentamicina, ampicilina, tetraciclina e ciprofloxacina) alteraram
a morfofisiologia dos abacaxizeiros in vitro (Tabelas 3, 4, 5 e 6). Em principio, a ANOVA
revelou que todos os tratamentos de antibioticoterapia tiveram influéncia significativa nas médias
dos trés parametros avaliados (Tabela 3) e a separacdo das médias dos tratamentos pelo teste
SNK (P=0,05) indicou que o tratamento IV propiciou o maior incremento no comprimento de
lamina foliar e, a0 mesmo tempo afetou negativamente o niumero de folhas e o comprimento de
raiz (Tabela 4). Este padréo de resposta ndo foi observado para os demais tratamentos. Contudo,
a partir da analise pelo método Diferencas das Diferencas (DD) tornou-se evidente que apenas o
parametro crescimento de raiz teve correlacao significativa com o efeitos da antibioticoterapia, e
que demais alteragdes nos outros dois parametros ndo deveriam ser considerados resultantes da
acdo dos antibidticos (Tabelas 5 e 6). A analise DD revelou que o efeito significativo dos
tratamentos mostrado pela ANOVA esteve possivelmente mascarado pelo crescimento e
desenvolvimento natural das microplantas ao longo do tempo de cultivo. Analises como essa tém
sido aplicada com sucesso em experimentos agricolas, incluindo o efeito de pesticidas nas
culturas (PEMSL; WAIBEL; GUTIERREZ, 2007), para que na avaliacdo dos resultados, as
médias dos tratamentos fiquem isentas de efeitos temporais permitindo maior credibilidade as
interpretacdes dos efeitos exdgenos.

As raizes das microplantas durante todo o periodo do experimento estiveram imersas nas
solucBes de antibidticos. Este intimo e persistente contato das raizes com a solucdo no meio de
cultura, provavelmente favoreceu a absor¢do dos antibidticos (CROWDY et al., 1956) e sua acéo
imediata nas células radiculares. Mathias, Alderson e Leakey (1987) sugerem justamente a
aplicacdo de solugdes de antibioticos na micropropagacdo, em meio de cultura liquido porque a
maior superficie de contato aumenta a entrada de antibioticos para os tecidos internos. A acdo

concentrada nas células das raizes pode ter alterado a estrutura e diversidade da comunidade
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bacteriana endofitica presente nesse 6rgdo e, consequentemente, alterado fendmenos

morfofisioldgicos exclusivos do sistema radicular das microplantas.

De maneira oposta, o efeito dos antibioticos pode ter sido minimizado durante o
transporte ao longo do corpo vegetal. O transporte de maior escala entre as raizes e as folhas é
controlado pelas membranas celulares e a permeabilidade dessas membranas, depende da
natureza quimica do soluto, tendendo a limitar a passagem de moléculas pelas células,
demandando transportadores especificos (proteinas de transporte) e/ou gasto de energia
(transporte ativo) (TAIZ; ZEIGER, 2004). Sendo assim, é admissivel que os antibiéticos pouco
soltveis ou insolUveis em agua (ampicilina e ciprofloxacina) tenham enfrentado limitages para
atingir a parte aérea das microplantas, e portanto ndo tiveram efeito na microbiota endofitica. Em
relacdo aos antibidticos sollUveis em agua (gentamicina e tetraciclina), seu transporte €
principalmente via movimento passivo atraves das raizes para a parte aérea com o fluxo de
transpiracdo, e a quantidade transportada é linearmente proporcional a quantidade de agua
transpirada (STOKES, 1954; BRIAN, 1957). Entretanto, o ambiente in vitro geralmente deixa a
umidade relativa do ar em valores préximos a saturacao, por isso supde-se que devido a irrisoria
taxa de transpiracdo das microplantas, os antibidticos tenham se concentrado exclusivamente nas

raizes, sem alcancar ou sem causar alteragdes mensuraveis (por esse experimento) na parte aérea.

Além disso, pode ter havido a formacao de biofilme, ou seja “uma comunidade de células
bacterianas estruturadas, enclausuradas em uma matriz polimérica auto-produzida e aderidas a
uma superficie inerte ou viva”. A associa¢do com a superficie ¢ um meio eficiente de bactérias
conseguirem condi¢6es mais favoraveis do microambiente intracelular. A inclinacdo das bactérias
se tornarem ligadas a superficies é tdo onipresente em diversos ecossistemas que sugere uma
forte vantagem seletiva e de sobrevivéncia sobre as de vida-livre. E bactérias associadas a um
biofilme sdo mais resistentes a muitas substancias tais como antibidticos, clorina e detergentes
(WATNICK; KOLTER, 2000).

O estimulo a rizogénese e ao crescimento de raizes por bactérias endofiticas € comumente
relatado na literatura (DIAS et al., 2009; HAAHTELA et al., 1990; KUKLINSKY-SOBRAL et
al., 2004; LI et al., 2008; THOMAS et al., 2004a). Diversas bactérias associadas as plantas
sintetizam hormonios de crescimento idénticos aos encontrados nos vegetais, dentre eles o AlA.

Em plantas, o AIA microbiano produzido por bactérias dos géneros Azospirillum, Alcaligenes,



97

Klebsiella, Acetobacter, Pseudomonas, Enterobacter, Xanthomonas, Herbaspirillum favorece o
crescimento de raizes, e conseqlientemente promove melhor absor¢do de nutrientes e dgua pela
planta hospedeira (CERIGIOLI, 2005; PATTEN; GLICK, 1996). Ou seja, uma vez que a acao
dos antibidticos tenha sido concentrada no sistema radicular, dependendo do potencial bactericida
ou bacteriostatico dos antibioticos testados, esse estimulo indireto ao crescimento de raizes pode

ter sido limitado ou totalmente eliminado.

No que se refere as analises histoquimicas ndo foram observadas diferencas entre o
tratamento controle e os demais tratamentos de antibioticoterapia para nenhum dos testes
realizados (Figura 12). Esse resultado corrobora com as observagdes baseadas nas analises
estatisticas dos pardmetros morfofisiologicos, pois foi demonstrado que alteracBes foram apenas
detectadas em nivel radicular. E, portanto, nos testes histoquimicos realizados em laminas
foliares, 0 metabolismo de amido, lipidios e compostos fendlicos também nao foram alterados
pela antibioticoterapia. Esse metabolismo inalterado pode indicar que n&o houve fitotoxicidade, o
que poderia levar a distarbios na sintese de proteinas e &cidos nucléicos, interferindo, desta
forma, no sistema energético das microplantas (FALKINER, 1990), resultando no acumulo de
amido pela reducdo significativa das enzimas amilase e invertase responsaveis pela hidrolise e
transporte dos carboidratos (SOUZA; BELTRAO; SANTOS, 2001). O estresse fisiologico e
bioquimico gerado por fitotoxicidade poderia, entdo ocasionar a intensificacdo da atividade de
peroxidases, causando a desintegracdo de membranas ou potencializando a oxidagdo de
compostos fendlicos nas células vegetais (ASADA, 1992; STRACK, 1997). Todas essas
conseqiiéncias puderam ser evitadas uma vez que experimentos pilotos foram conduzidos a fim
de determinar as concentracdes adequadas, evitando efeitos de fitotoxicidade dos antibi6ticos,

que teriam influéncia nos parametros aqui avaliados.

Nas analises histologicas foram verificadas diferencas exclusivamente nas amostras de
raizes. Novamente, vale salientar que ndo foram verificadas alteragdes anatbmicas em laminas
foliares, pois esta parte do corpo vegetal ndo foi afetada pela antibioticoterapia, como discutido
anteriormente. Contudo, significativas alteracfes anatdmicas entre os tratamentos foram notadas
nas amostras de raizes (Figura 13). Descartando-se os efeitos de fitotoxicidade, as alteragdes
observadas provavelmente estejam relacionadas a acdo dos antibidticos nas raizes, que por sua
vez, podem ter alterado prejudicialmente a comunidade bacteriana que habitava o sistema

radicular. A acdo dos antibidticos sob as bactérias endofiticas resultou na reducdo da deposicao
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de lignina nas células do cortex das raizes (Figura 13). Para todas as microplantas que estiveram
submetidas a solugdes de antibidticos houve a supressdo ou a redugdo dos estratos do anel
esclerenquimatico, constituido por células com paredes secundarias espessadas, neste caso com
nitida deposicdo de lignina quando comparadas as microplantas do tratamento | (controle). A
diminuicdo do contetdo de lignina pode ter sido causada pela agdo das préprias bactérias
endofiticas remanescentes que em situagdo de estresse, passaram a agir de maneira patogénica
(AZEVEDO, 1998), liberando enzimas para a degradacdo inicial de moléculas como quitina e
lignina (ANTAI; CRAWFORD, 1981; CHAMBERLAIN; CRAWFORD, 1999), na tentativa de
buscar outros locais de colonizacdo que ndo estivessem sob efeito dos antibiéticos. Ou, sob outro
ponto de vista, a eliminacdo ou a estagnacdo metabolica dos endofitos, fez com que deixasse de
existir a ativacdo da resisténcia sistémica na planta hospedeira, fenébmeno que induz o aumento de
deposicdo de lignina como mecanismo de defesa (BACON; HINTON, 1997), disparado

possivelmente pelos sucessivos ferimentos causados pelas repicagens in vitro.

O agrupamento hierarquico e a PCA realizadas a partir dos géis de DGGE de
actinobactérias, cianobactérias, a-proteobactérias, [S-proteobactérias e jy-proteobactérias das
amostras de microplantas (Figuras 15 e 16) evidenciaram que cada grupo de bactérias,
dependendo de sua filogenia, teve sua estrutura diferentemente alterada pela antibioticoterapia.
Ou seja, o fator que promoveu alteracdo nas estruturas das comunidades foi a resisténcia de cada
grupo bacteriano a acdo combinada dos antibidticos em cada tratamento. A resisténcia ou
sensibilidade aos antibidticos varia entre cada espécie bacteriana, pois 0s mecanismos de
resisténcia sao controlados geneticamente (HARRIS et al., 1989), e sua resposta depende também
de fatores ambientais (BENVENISTE; DAVIES, 1973). O alto nivel de resisténcia a varios
antibioticos também ¢é diretamente proporcional a uma reducgdo na absor¢do do antibidtico pelos
microrganismos (BENVENISTE; DAVIES, 1973), o que pode diminuir consideravelmente em se

tratando de endofitos intercelulares.

As combinacdes de antibidticos utilizadas, em principio, podem ter promovido um
sinergismo nos tratamentos nos quais havia simultaneamente gentamicina e ampicilina (I, 1V e
V) (JAWETZ et al., 1952). Essa interagéo positiva teria aumentado o potencial bactericida desses
dois antibioticos. Isso ocorreria porque o0s antibidticos B-lactamicos (ampicilina) inibem a sintese
de parede celular bacteriana, aumentando a permeabilidade aos antibioticos aminoglicosideos

(gentamicina), os quais ligam-se irreversivelmente a subunidade 30S do ribossomo bacteriano
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impedindo a sintese de proteinas (MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 1996). Esta pode ter
sido uma das razOes para que o tratamento | (controle) tenha apresentado sempre maior
similaridade com o tratamento Il (ampicilina, tetraciclina e ciprofloxacina), sendo esse ultimo
menos eficaz quando comparados aos demais tratamentos (Figuras 15 e 16). Em relacdo aos
tratamentos 11, IV e V, foi muito dificil verificar qualquer padrdo de resposta que explicasse 0s
agrupamentos resultantes das analises de DGGE (Figuras 15 e 16). O esperado era que «, S e
proteobactérias e cianobactérias reagissem da mesma forma para todos os tratamentos, pois esses
grupos representam bactérias Gram-negativas, 0 que os tornaria igualmente sensiveis a acao
bactericida da gentamicina e da ampicilina, a acdo bacteriostatica da tetraciclina, e resisténcia a
ciprofloxacina. O contrario era esperado para as actinobactérias, que sao classificadas com Gram-
positivas (MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 1996). Contudo, a plena atividade de um
antibidtico sob um microrganismo interno ao vegetal depende de diversos fatores, dentre eles da
absorcéo pela planta hospedeira e da estabilidade quimica dentro do tecido vegetal, sendo que
evidéncias da alteracdo molecular de antibidticos dentro do corpo vegetal ja foi constatada em
diversos estudos, fazendo com ndo houvesse a mitigacdo dos sintomas de patégenos
(PRESCOTT; EMERSON; FORD, 1956; SANWAL, 1956), motivo principal do uso de
antibidticos em plantas. Crowdy et al. (1955, 1956) mostraram evidéncias dessas degradacdes ou
alteracbes moleculares, indicando que ocorre redugdo da “meia-vida” dos antibidticos, para
poucos dias. A concentracdo de antibioticos recuperada de tecido fresco reduz drasticamente ap6s
0 sétimo ou décimo quarto dia ap6s a inoculacdo, sendo que apds 28 dias, praticamente sobram
apenas resquicios desses compostos nos tecidos vegetais (PHELPS; KUNTZ, 1965). Além disso,
ndo existe real comprovacdo da efetividade dos antibidticos para eliminar bactérias a ndo ser que
0s tecidos vegetais sejam tratados de maneira intensiva durante um longo periodo (DEBERGH;
VANDERSCHAEGHE, 1988), mas isso provavelmente acarretaria na fitotoxicidade do

tratamento.

A presenca de bactérias endofiticas intracelulares confirmada por MEV (Figura 19)
acrescenta evidéncias, que mesmo as microplantas cultivadas por longos periodos sem qualquer
sinal aparente de contaminacdo, sustenta uma comunidade bacteriana endofitica estavel que é
inerente ao vegetal. Essa comunidade pode ser ter sido adquirida no processo evolutivo do
vegetal, assim como o0s “bacteriossomos” de pupunheiras tidas como microplantas axénicas

(ALMEIDA et al., 2009). E mesmo diante de tratamentos como a antibioticoterapia, ndo foi
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possivel desvencilhar esses enddfitos das células vegetais, tendo como melhor opgdo para a
micropropagacéo, ao inves de incessantes tentativas de eliminacdo dessa comunidade, a busca da

compreensdo sobre os beneficios que podem haver diante dessa interacao.

A associacédo de técnicas independentes de cultivo permitiu a avaliacdo e comprovacéo da
presenca de uma comunidade bacteriana endofitica, composta por membros de «, B, -
proteobacterias, actinobactérias e cianobactérias, que coloniza sistemicamente microplantas de
abacaxizeiro consideradas axénicas. Essa comunidade tem sua estrutura e diversidade alterada de
acordo com o nicho de colonizagdo (6rgdo vegetal) e com mudancas fisioldgicas e bioquimicas
sofridas pela planta hospedeira. Mesmo pontuais alteracdes no ambiente in vitro sdo suficientes
para interferir na dindmica desses endéfitos, que parecem contribuir para que microplantas,
mesmo diante de caréncia de agua e nutrientes, se mantivessem visualmente resistentes, sem

manifestar distarbios morfoldgicos caracteristicos de condi¢fes de estresse.

A acdo da antibioticoterapia, que combinou antibi6ticos com mecanismos e espectros de
acdo distintos, resultou em impactos variados, porém significativos na comunidade bacteriana
endofitica. N&do foi possivel promover a total eliminacdo das bactérias endofiticas, mas
provavelmente, como conseqiiéncia, esses impactos na comunidade bacteriana geraram alteracfes
morfofisioldgicas nas microplantas, notadas especialmente no crescimento e desenvolvimento do
sistema radicular. Essa relacdo entre antibioticoterapia, comunidade bacteriana endofitica e
microplanta leva a crer que os enddfitos, por mais indesejaveis que parecam quando presentes na
micropropagacao, ainda que de forma criptica, podem ser benéficos ao desenvolvimento vegetal,
interferindo de maneira positiva na morfofisiologia de microplantas, caracterizando uma relacao
endossimbionte mutualistica. Uma vez que, a existéncia de comunidades bacterianas seja
constatada em demais microplantas, essas poderdo ser consideradas onipresentes nos tecidos
vegetais. Novas abordagens da pratica da cultura in vitro serdo necessarias, ao se admitir que uma
comunidade endofitica seja ubiqua e até resistente a acdo de antibidticos e o conceito da assepsia
na cultura de tecidos vegetais terd que ser reavaliado. Acredita-se que isso ndo impedird o
sucesso da micropropagacéo e suas aplicages, como uso do material vegetal in vitro como meio
seguro de transporte entre barreiras fitossanitarias. 1sso porque, grande parte desses endofitos é,
provavelmente, condicionada ao meio intracelular vegetal, sem extrapolar sua colonizagdo

externamente a planta. Mas, sem duvida essa associagdo ndo poderéd permanecer negligenciada.
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7 CONCLUSOES

1) Existe uma comunidade bacteriana endofitica intracelular complexa em microplantas

de abacaxizeiro consideradas axénicas.

2) A estrutura de comunidades endofiticas de eubactérias é alterada de acordo com seus

nichos de colonizagdo e periodos de cultivo da planta hospedeira.

3) A antibioticoterapia promove alteracbes nas comunidades de «, £, y-proteobactérias,
actinobactérias e cianobactérias, e na morfofisiologia do sistema radicular de microplantas de

abacaxizeiro.
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