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RESUMO

Plantas ou culturas de células in vitro do tipo axénicas, indicam que o tecido
vegetal é livre de toda e qualquer presenca de microrganismos, sendo este um dos
principais objetivos da técnica de micropropagacao vegetal. Contudo, ha a presenca
de microrganismos endofiticos latentes que resistem aos procedimentos de
desinfestacdo. Microrganismos endofiticos habitam os tecidos internos das plantas
sem causar sintomas prejudiciais visiveis, podendo contribuir para a resisténcia a
patdgenos, tolerdncia a estresses e melhoria na absorcdo de nutrientes. Sendo
assim, este estudo investigou a presenca de microrganismos endofiticos em culturas
de calos de Cereus peruvianus, por meio de isolamento em placa contendo meios
de cultivos especificos de crescimento bacteriano e fungico e também por meio de
microscopia eletronica de varredura (MEV). Os resultados confirmaram a presenca
de microrganismos endofiticos nos tecidos internos de calos de C. peruvianus.

INTRODUCAO

Os microrganismos endofiticos sao organismos que habitam os tecidos
internos das plantas sem causar sintomas aparentes de patogenicidade. Esses
microrganismos podem estabelecer interagbes simbioticas, mutualisticas ou
comensais, contribuindo para a resisténcia a fitopatégenos, toleréncia a estresses
abioticos e melhoria na absorcdo de nutrientes (Esposito-Polesi NP 2011). Na
micropropagagdo vegetal, a assepsia, compreendida como a auséncia de
microrganismos, € um requisito essencial para o estabelecimento e manutencao de
culturas in vitro. Eventuais contaminacdes, quando ocorrem, sdo geralmente
atribuidas a falhas nos processos de desinfestacdo ou no manuseio dos materiais
biolégicos. No entanto, mesmo em condicbes adequadas, colbnias microbianas
podem surgir apos longos periodos de cultivo in vitro, especialmente sob condi¢des
de estresse, devido a presenca de microrganismos endofiticos latentes que resistem
aos procedimentos de desinfestacdo (Abreu-Tarazi et al. 2017) Desse modo, o
termo plantas axénicas tem sido difundido como um dos principais objetivos da
técnica de micropropagacao, pois indica que a planta esta livre de todo e qualquer
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microrganismo (Paniker et al. 2007). Sendo assim, o objetivo desta pesquisa foi
investigar a presencga de bactérias endofiticas intracelulares em culturas axénicas de
calos de Cereus peruvianus.

MATERIAIS E METODOS

Manutencéao dos calos de Cereus peruvianus.

Os calos de C. peruvianus de mais 30 anos de cultivo e os calos recém
induzidos sdo mantidos em meio de cultura MS contendo vitaminas BS5,
suplementado com 0,8% de agar, 3% de sacarose, 10% de agua de coco e uma
combinacao dos reguladores de crescimento &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D)
(4mg/L) e N-(2-furanilmetil)-1H-purina-6amina(cinetina) (4mg/L) de acordo com o
método descrito por Oliveira et al., (1995). Os tecidos de calos foram formados a
partir de caules de hipocotilo de plantulas de C. peruvianus, que cresceram a partir
de sementes coletadas de uma Unica planta. As culturas de calos sdo mantidas a 32
+ 1 °C sob um fotoperiodo de 16 h de luz (15 pmol m2 s-1, PPFD) e 8h escuro e
repicados mensalmente.

Isolamento de bactérias e fungos endofiticos de cultura calos de Cereus peruvianus.

Fragmentos de aproximadamente 5mm dos calos de C. peruvianus foram
macerados em meio TSB (Caldo Triptona de Soja, pH 7,3 £ 0,2), submetidos a
agitacao com 150 rpm durante 12h. Logo apos, foram realizadas diluicées seriadas
de 1:10 (suspensdes 10" e 10?) da suspensao, e estas foram semeadas em placas
de Petri com meio TSA e BDA. As placas foram incubadas durante 72h a 28 °C.

A concentracao de endéfitos bacterianos por grama de tecido vegetal fresco
foi calculada pelo nimero de colénias observadas em cada diluicdo. A coloragcédo de
Gram foi empregada para todas as bactérias isoladas.

Microscopia eletrénica de varredura internas de calos de Cereus peruvianus

Fragmentos de calos de C. peruvianus de aproximadamente 5mm foram
fixados em solucdo de glutaraldeido 25% e tampao fosfato 0,1M pH 7,3. Apds o
tempo de 24h de fixacdo, os tecidos foram transferidos para glicerol 30% por 30
minutos. Apo6s, foram imersos em nitrogénio liquido, sendo feita a crio-fratura
utilizando um bisturi. Os fragmentos foram entdo lavados em agua destilada por 5
minutos e desidratados com solugdes de concentragéo crescentes de alcool (30%,
50%, 70%, 80%, 90% e duas vezes de 100%, 15 minutos cada), seguido de
secagem utilizando aparelho de ponto critico. A metalizagdo com ouro ocorreu por
meio da montagem de stubs com o material vegetal e a observagdo ocorreu em
Microscépio Eletrdnico de Varredura (Shimadzu SS-550).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Através das diluicbes realizadas foi possivel o isolamento de dois tipos

fungicos (Figura 01), os quais foram analisados por microscopia de luz, mas nao foi
possivel sua identificagcdo. Nesta analise, ndao houve o crescimento/isolamento de
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bactérias. Porém, foi observado em uma das placas de calos, um crescimento de
colénias bacterianas (Figura 02), a qual, foi entdo isolada e analisada por meio de
coloracao Gram. A analise de Gram indicou tratar-se possivelmente da presenca de
cocobacilos Gram positivos.

Figura 01— Fungos endofiticos de cultura de calos de C. peruvians. A/B) Visualizagdo macroscopica
de fungos isolados do calo. C/D) Visualizagao de fungo em calo de C. peruvianus por MEV.

Figura 02 — Presenca de colbnias bacterianas em placa de cultura de calo de C. peruvianus. A) Placa
observada com crescimento bacteriano. B) Isolamento das col6nias. C) Visualizagéo de formas
bacilares em tecidos internos de calo por MEV. D) Biofilme bacteriano.

A andlise de MEV permitiu a confirmacado da presenca de microrganismos
endofiticos em tecidos internos de culturas de calos de C. peruvianus. Assim, foi
observado a presenca de fungos (Figura 01), e bactérias (Figura 03) em culturas de
calos que se apresentavam saudaveis. De acordo com a visualizacao de MEV, a
forma bacteriana encontrada na placa de calo que apresentou a formacdo de
colénias, foi a forma bacilar. A mesma forma foi encontrada na placa que néao
apresentou a formacado de colbnias macroscopicas, o que reforca tratar-se da
presenca de bactérias endofiticas.
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Figura 03 - Bactérias endofiticas de cultura de calos de C. peruvianus visualizadas por MEV. A/B/C e
D) Bactérias do tipo bacilos encontradas em tecidos intracelulares dos calos.

CONCLUSOES

Com os resultados conclui-se que os calos de C. peruvianus apresentam a
presenca de bactérias e fungos endofiticos, evidenciando que ndo séo tecidos
isentos da presenca de microrganismos. Pesquisas futuras seréao realizadas para a
identificacdo molecular desses microrganismos e para compreender a contribuicao
simbiotica desses organismos, em nivel metabolémico para a cultura de calos de C.
peruvianus.

AGRADECIMENTOS

Agradeco a Universidade Estadual de Maringd (UEM), ao Departamento de
biologia celular, genética e biotecnologia (DBC), pelo suporte académico e
infraestrutura disponibilizados. Também agradeco a Fundacdo Araucéaria e CNPq,
pelo apoio financeiro que tornou esta pesquisa possivel.

REFERENCIAS

ESPOSITO-POLESI, N.P., de Abreu-Tarazi, M.F., de Almeida, C.V. et al
Investigacao da Comunidade Bacteriana Endofitica em Culturas Supostamente
Axénicas de Abacaxi e Orquideas com Evidéncias de Bactérias Intracelulares
Abundantes. Curr Microbiol 74: 103—-113, 2017.

ESPOSITO-POLESI, N.P. Microorganismos endofiticos e a cultura de tecidos
vegetais: quebrando paradigmas. Revista Brasileira de Biociéncias 9: 533-541,
2011.

OLIVEIRA, A.S., Machado, M.F.P.S. Prioli, A.J. Mangolin, C.A. In vitro propagation
of Cereus peruvianusMill. (Cactaceae). In Vitro Cellular Developmental Biology-
Plant, 31: 47-50, 1995.

PANICKER, B., Thomas, P., Janakiram, T., Venugopalan, R. Narayanappa, S.B.
Influence of cytokinin levels on in vitro propagation of shy suckering
chrysanthemum “Arka Swarna” and acti-vation of endophytic bacteria. In Vitro
Cellular Developmental Biology-Plant, 43: 614-622, 2007.

AUEM:‘%: @CNP q ﬁzﬁ_s\/\jla




