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RESUMO

Plantas ou culturas de células in vitro do tipo axénicas, indicam que o tecido vegetal
€ livre de toda e qualquer presenga de microrganismos, sendo este um dos
principais objetivos da técnica de micropropagacao vegetal. Microrganismos
endofiticos habitam os tecidos internos das plantas sem causar sintomas prejudiciais
visiveis, podendo contribuir para a resisténcia a patdégenos, tolerancia a estresses e
melhoria na absor¢ao de nutrientes. A partir de técnicas dependentes de cultivo, um
isolado bacteriano e dois isolados fungicos foram obtidos de culturas axénicas de
calos de Cereus peruvianus (Caryophyllales:Cactaceae) e foram preliminarmente
identificados apenas com base em suas caracteristicas morfolégicas macro e
microscopicas. Sendo assim, este estudo visou identificar molecularmente por meio
de sequenciamento do gene 16S rRNA e das regides ITS1-5.8S-ITS2 de rRNA um
isolado bacteriano e dois isolados fungicos, respectivamente, de culturas axénicas
de calos de Cereus peruvianus com 0 objetivo de determinar as espécies dos
isolados. Os resultados das analises moleculares identificaram a presenca de
Williamsia sp., Alternaria sp. e Fusarium sp. nos tecidos internos de calos de C.
peruvianus.

INTRODUCAO

Os microrganismos endofiticos sdo 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 das plantas a fitopatégenos, a tolerancia
a estresses abibticos e a melhoria na absor¢do de nutrientes (ESPOSITO-POLESI,
2011).

Na micropropagacao vegetal, a assepsia, compreendida como a auséncia total
de microrganismos, € um requisito fundamental para o estabelecimento e
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manutencao de culturas in vitro. No entanto, mesmo sob condi¢ées adequadas de
assepsia, colénias microbianas podem surgir apds longos periodos de cultivo,
especialmente sob condigcdes de estresse, devido a presenca de microrganismos
endofiticos latentes que resistem aos procedimentos convencionais de
desinfestacdo (ABREU-TARAZI et al., 2017).

Esses microrganismos sdo aqueles provenientes da colonizacao intracelular pela
transferéncia vertical de endoéfitos que sao latentes dentro dos tecidos vegetais, mas
que nao apresentam sintomas de colonizag¢do e ndo sao eliminados pelos processos
usuais de desinfestacao (LACAVA et al., 2018). Portanto, seu crescimento em
cultura de células vegetais é apenas uma resposta a algum desequilibrio da
condigéo in vitro (De Almeida et al., 2009). Sendo assim, o objetivo deste estudo foi
identificar molecularmente por meio de sequenciamento do gene 16S rRNA e das
regides 1TS1-5.8S-ITS2 de rRNA um isolado bacteriano e dois isolados fungicos,
respectivamente, isolados de culturas axénicas de calos de C. peruvianus com o
objetivo de determinar as espécies com base em seus dados moleculares.

MATERIAIS E METODOS

Identificagdo molecular de fungos e bactérias endofiticas isoladas de cultura calos
axénicas de C. peruvianus.

As extragbes de DNAs gendmicos fungicos foram realizadas a partir de
endoéfitos previamente cultivados por sete dias em meio BDA (Agar Dextrose Batata,
pH 6,8). Os micélios foram transferidos para tubos de 2 mL. Foram adicionados
Tampao A (composto por Triton X-100, SDS 10%, NaCl 5M, Tris, EDTA e agua Milli-
Q), 200 mg de pérolas de vidro e uma mistura de Fenol, Cloroférmio e Alcool
Isoamilico (25:24:1) nos tubos.

Os DNAs foram isolados e as amostras foram sequenciadas a partir dos
produtos de PCR pela empresa ACTGene Analises Moleculares Ltd. (Ludwigbiotec).
Os sequenciamentos foram realizados em um sequenciador MegaBACE TM 1000
(Amersham Biosciences).

Para a identificagdo da bactéria, foi realizada a técnica de PCR de colbnia
visando a amplificagdo da regido 16S do rDNA. A amostragem do material genético
consistiu no toque leve de uma ponteira estéril sobre a superficie de uma col6nia
isolada, transferindo-se a biomassa diretamente para o mix de PCR. Para promover
a lise celular e a liberacdo do DNA genémico no meio de reacdo, o tubo foi
submetido a um choque térmico preventivo, sendo mantido em freezer (-20 °C) por
15 minutos.

Para a identificacdo dos isolados endofiticos, as sequéncias nucleotidicas
encontradas foram comparadas com as depositadas no banco de dados GenBank
do NCBI (National Center for Biotechnology Information Website) utilizando a
ferramenta BLASTn aplicando-se o filtro ‘sequences from type materials’ para maior
robustez dos dados. A identificacdo foi determinada baseando-se no melhor valor
obtido quanto a similaridade. Para a analise filogenética, as sequéncias do banco
de dados que apresentaram alta similaridade com as sequéncias obtidas, foram
resgatadas e alinhadas utilizando o ClustalW no software MEGA (versdo 6.05)
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juntamente com as sequéncias dos isolados. A arvore filogenética foi construida
com grupamento pelo método neighbor-joining (SAITOU; NEI, 1987), usando p-
distance para nucleotideos com a opc¢ao “the pairwise gap deletion” e bootstrap com
10.000 repeticoes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise filogenética possibilitou a separagédo dos isolados fungicos em dois
clados principais (Figura 1). A sequéncia P foi agrupada no clado |, pertencente ao
género Alternaria. De acordo com as analises no BLASTn o isolado referente a
sequéncia P apresentou 44% de homologia com a espécie Alternaria tenuissima
(MK798750.1:53-516). Enquanto ao clado Il, foi agrupado o fungo do género
Fusarium (sequencia R), o qual apresentou 84% de identidade com a espécie
Fusarium fujikuroi (KX674663.1:27-508).

De acordo com a analise no BLASTn, o isolado bacteriano apresentou 64%
de identidade com a espécie Williamsia sponjae (MZ613178.1:54-657), e foi
agrupada no clado com a mesma espécie na analise filogenética (Figura 2).

4 Alternaria tenuissima MW514377.1:42-505
Aftemaria destruens MK409105.1:92-555
Alternaria alternata MN271706.1:40-503
Aftemaria alternata MH824210.1:53-516
Alternaria alstroemeriae OP163712.1:61-524
Afteraria tenuissima MK683684.1:53-516
Alternaria alternata 0Q001052.1:56-519
Aftemaria MKB04382.1:21-484
Alternaria tenuissima MK683694.1:53-516
Afteraria tenuissima MK798750.1:53-516
Sequence P

Fusarium oxysporum AY669126.1:40-521
Fusarium orysporum AY669121.1:39.520
Fusarium oxysporum AY669119.1:25-506
Fusarium oxysporum AY667488.1:32-513
Fusarium commune MZ571935.1:33-514
Fusarium orysporum KUB72836.1:10-490
Fusarium oxysporum KUB72849.1:9-489
Fusarium oxysporum KUB72814.1.9.487
Fusarium oxysporum MZ156849.1:35-509
Sequence R

Fusarium fujkuroi KX674663.1:27-508

Figura 1 - Arvore filogenética dos isolados flingicos encontrados em cultura de calos de C.

peruvianus.
97 Wiliamsia deligens MZ338708.1:36-641
95 Williamsia deligens LN774264.1:36-641
L Wiliamsia deligens GQ871837.1:28-601

Williamsia sponjae MK311241.1:57-660

sponjae MZ613178.1:54-657

Sequence Bac
sponjae PX623723.1:36-639

86 Williamsia phyllosphaerae MW928774.1:40-647
/_': Williamsia maris MW928786.1:7-614
100 \_‘: Wiliamsia maris NR 024671.1:66-673
63 Wiliamsia maris KY974227.1:1-606
Figura 2 - Arvore filogenética do isolado bacteriano encontrado em cultura de calos de C. peruvianus.
Os microrganismos internos podem afetar diretamente as caracteristicas

fisioldgicas, o crescimento e o microambiente celular do préprio calo, podendo
induzir a sintese de produtos metabdlicos de interesse.
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CONCLUSOES

As analises moleculares por meio de sequenciamento do gene 16S rRNA e
das regides ITS1-5.8S-ITS2 de rRNA, possibilitaram a identificacdo dos isolados
endofiticos de cultura de calos de C. peruvianus a nivel de espécie para Williamsia
sponjae e de Alternaria tenuissima e Fusarium fujikuroi, respectivamente. Pesquisas
futuras serdo realizadas para compreender a contribuicdo simbidtica desses
organismos, em nivel metabolémico, para a cultura de calos de C. peruvianus.
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