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RESUMO

Souza, C. R. dos S. MICRORGANISMOS BENEFICOS
CULTIVAVEIS ASSOCIADOS A Ananas spp. EM DIFERENTES
AMBIENTES.

As interacdes entre plantas e microrganismos habitantes do solo e endofiticos tém
recebido destague em trabalhos, sobretudo as que envolvem 0s microrganismos
benéficos e sua atuacdo na promocédo do crescimento das plantas e biocontrole
dos fitopatégenos. Entretanto, estudos sobre a composicdo da microbiota e sua
interacdo com o abacaxizeiro (Ananas spp.) sdo escassos. Este trabalho objetivou
comparar a diversidade de microrganismos em associagdo com Ananas spp.,
considerados pela literatura como benéficos, em ambiente de conservacao ex situ
(Banco Ativo de Germoplasma), de cultivo comercial e de ocorréncia natural, com
o intlito de permitir a conservacao dos isolados e o uso futuro na producdo de
Ananas spp. Para isso, amostras foram coletadas em trés estados, Bahia, Mato
Grosso e Rondobnia, seguido de analise da composicao da microbiota cultivavel
associada a Ananas ssp. As amostras foram subdivididas em diferentes fracoes:
solo rizosférico; solo do rizoplano; raiz; caule e folha, e submetidas a
guantificacdo das popula¢gdes de bactérias e fungos por meio da contagem de
unidades formadoras de col6nia em meios de cultura basicos (bactérias e fungos
totais) e seletivos para os principais grupos funcionais de microganismos
(bactérias produtoras de sideroforos [BPS], bactérias produtoras de eddsporos
[BPE]; actinobactérias e Trichoderma spp.). Foram obtidos um total de 829
isolados, sendo 385 fungicos e 444 bacterianos. Como método de estimativa da
diversidade utilizou-se analises baseadas na amplificacdo das regides repetitivas
ERIC e BOX dos isolados fangicos e bacterianos obtidos. As bactérias foram
predominantes nos trés ambientes, cultivo, ex situ e natural, com densidade de
79,7%, 89,5% e 88,8% respectivamente. As actinobactérias foram mais
representativas no ambiente ex situ, com 6,6 x 10° UFC.g*, j& nos demais
ambientes as BPS’s apresentaram a maior densidade, com 8,0 x 10° UFC.g* e
6,9 x 10° UFC.g™", para os ambientes natural e de cultivo respectivamente. As

técnicas ERIC e BOX-PCR permitiram o agrupamento dos microrganismos



independente da amostra de origem, sugerindo uma distribuicdo similar entre os
grupos desde solo até parte aérea. Os resultados obtidos para as inoculacdes
destes isolados em plantas micropropagadas de abacaxi da cultivar ‘BRS
Imperial’ (biosensaio) evidenciaram a presenca de fungos e bactérias com
potencial de promocao de crescimento e com potencial para uso biotecnoldgico,

especialmente aqueles provenientes de ambiente de cultivo.

Palavras-chave:  Abacaxizeiros. = Microrganismos  benéficos.  Técnicas

moleculares.



ABSTRACT

Souza, C. R. dos S. CULTIVATING BENEFICIAL
MICROORGANISMS ASSOCIATED WITH Ananas spp. IN
DIFFERENT ENVIRONMENTS.

The interactions between plants and soilborne microorganisms and endophytes
have been highlighted in works, especially those involving beneficial
microorganisms and their role in promoting plant growth and biocontrol of
phytopathogens. However, studies on the composition of the microbiota
associated with pineapple (Ananas spp.) are scarce. This work aimed to compare
the diversity of microorganisms in association with Ananas spp., considered by the
literature as beneficial, in ex situ conservation environment (Germoplasm Active
Bank), of commercial cultivation and naturally occurring, in order to allow the
conservation of isolates and the future use in Ananas spp. production. For this,
samples were collected in three states, Bahia, Mato Grosso and Rondénia,
followed by analysis of the composition of the cultivable microbiota associated with
Ananas ssp. The samples were subdivided into different fractions: rhizospheric
soil; soil of the rhizoplano; root; stem and leaf, and subjected to quantification of
bacterial and fungal populations by counting colony forming units in basic culture
media (bacteria and fungi) and selective for the main functional groups of
microorganisms (siderophores producing bacteria [BPS ], endospores producing
bacteria [BPE], actinobacteria and Trichoderma spp.). A total of 829 isolates were
obtained, being 385 fungal and 444 bacterial. Analyzes based on the amplification
of the ERIC and BOX repeating regions of the fungal and bacterial isolates
obtained were used for the estimative of diversity of the samples. There was
predominance of bacteria for the three environments, commercial field, ex situ and
natural, with density of 79.7%, 89.5% and 88.8% respectively. The actinobacteria
group were more representative in the ex situ environment, with 6.6 x 106 CFU.g-
1, whereas in the other environments the BPSs presented the highest density, with
8.0 x 10° CFU.g* and 6.9 x 10° UFC.g*, for the natural and commercial field
environments respectively. The ERIC-PCR and BOX-PCR techniques allowed the
grouping of microorganisms independent of the original sample, suggesting a

similar distribution of the groups among samples from soil to plant shoot,



especially those obtained on commercial production fields. In addition, there is a
correlation between soil samples and functional groups, which indicates a
requirement for these groups by plants. The obtained result for the inoculation of
the isolates on micropropagated pineapple plants of the cv. ‘BRS Imperial’
indicated the presence of fungi and bacteria with potential to promote growth in
Ananas spp. and for biothecnological use, especially for those isolates obtained on

commercial production fields.

Keywords: Pineapples. Beneficial microorganisms. Molecular techniques.
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INTRODUCAO

O Brasil é um dos maiores produtores de frutas do mundo, dentre as quais
encontra-se o abacaxi (Ananas comosus var. comosus (L.) Merril) (FAO, 2015).
Apesar disso, a producdo nacional € comprometida por diferentes pragas e
doencgas, como por exemplo a fusariose (SALES et al., 2016).

Além de manter relacdes com fitopatdbgenos, acredita-se que as espécies
de Ananas também se relacionam com um grupo de microrganismos benéficos,
descritos pela literatura como endofiticos (NAIR & PADMAVATHY, 2014; RYAN et
al., 2007), os quais podem ser encontrados em muitas plantas ocupando seus
tecidos internos, constituindo diferentes relacbes com o0s vegetais, podendo
melhorar o desenvolvimento destes, atuar na solubilizacdo de nutrientes e na
producdo de reguladores de crescimento vegetal, contribuindo desta forma para
incrementos no desenvolvimento das plantas e podendo atuar como agentes de
controle biologico (JASIM et al., 2014; NAIR & PADMAVATHY, 2014; RYAN et al.,
2007).

Entretanto, de acordo com Marin-Cevada et al. (2011), estudos sobre a
diversidade microbiana benéfica, do solo ou endofitica, associada a abacaxizeiros
estdo sendo conduzidos, apesar de ndo serem abundantes, e que espécies de
Ananas geralmente s&o colonizadas por microrganismos benéficos como
Gluconacetobacter diazotrophicus, Burkholderia sp. e Asaia bogorensis, com
algum efeito benéfico as plantas.

Acredita-se que ha diferencas na composicdo e nas relagBes benéficas
estabelecidas entre estes microrganismos e plantas do ambiente natural quando
comparadas aquelas constituidas no ambiente agricola, pois este estd sob
constante influéncia das préaticas de cultivo, as quais tendem a interferir nestas
relagcdes por emprego de nutrientes sintéticos e pesticidas, que contribuem para
gue as plantas requeiram menos 0s microrganismos benéficos (PHILIPPOT et al.,
2012).

Tais microrganismos e suas funcdes podem ser investigados por meio de
métodos dependentes de cultivo, que geralmente incluem a obtencéo de culturas
puras em condi¢cdes laboratoriais, e por métodos moleculares baseados na
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técnica de PCR ou mesmo de metagenbmica. Apesar de as técnicas baseadas
em cultivo apresentarem uma menor informatividade da diversidade total de
microrganismos quando comparadas a técnicas mais sensiveis, como é o caso da
metagendmica, existe a vantagem do direcionamento das espécies-alvo de
isolamento, bem como a possibilidade de preservacéo a longo prazo e uso futuro.

Este tipo de analise pode ser complementado com a utilizacdo de técnicas
moleculares, como BOX e ERIC, que sao de facil execucao, possuem iniciadores
com sequéncias conhecidas, cujos resultados podem ser usados para a
discriminagdo de espécies (SOUZA, 2011). Neste sentido, o presente trabalho
teve por objetivo comparar a microbiota funcional cultivavel potencialmente
benéficos da rizosfera, rizoplano e endofiticos de Ananas spp., provenientes de
ambiente natural, de ambiente de conservacdo ex situ (Banco Ativo de
Germoplasma de abacaxizeiros [BAG]) e de cultivo comercial.

Para isso, no primeiro capitulo foi feita a revisdo de literatura sobre os
aspectos da cultura de abacaxizeiros, das relacdes entre microrganismos-plantas
e dos métodos de estudo da diversidade microbiana. No segundo capitulo
realizou-se um estudo de diversidade da microbiota funcional associada a
abacaxizeiros, por meio de quantificacdo de unidades formadoras de colénias e
com base em ferramentas moleculares (BOX e ERIC-PCR). Como validacao da
inocuidade e do possivel potencial biotecnoldgico dos isolados obtidos, no terceiro
capitulo foi feito um bioensaio baseado no cultivo in vitro de plantas da cultivar
‘BRS Imperial’.
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CAPITULO 1

Revisao de literatura: Microbiota funcional cultivavel
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RESUMO

O abacaxizeiro (Ananas comosus var. comosus (L.) Merril) produz uma das frutas
mais apreciadas no mundo. Seu centro de origem é atribuido ao Brasil, o qual é
detentor da diversidade genética do género. A abacaxicultura é uma fonte
empregaticia e contribui para estabilidade do homem no ambito rural, entretanto
pode ser afetada por uma série de doencas de importancia econémica, como por
exemplo a fusariose. Desta forma, o estudo de bactérias e fungos que compdem
0 microbioma rizosférico e endofitico do género Ananas, coletados em seu
ambiente de ocorréncia natural ou em ambiente de cultivo, apresentam um
enorme potencial para a descoberta de ferramentas biotecnolégicas de interesse
agricola, além da possibilidade de restabelecimento do equilibrio dos
agroecossistemas. Estes microrganismos possuem potencial para solubilizacao
de nutrientes importantes para a planta e tém a capacidade de competir com 0s
fitopatogénicos. Com isso, € cada vez mais crescente o0 numero de pesquisas
gue visam a bioprospeccdo destes microrganismos, os beneficios que eles
promovem para 0 vegetal, além da sua aplicacdo para o melhoramento de

cultivares.

Palavras-chave: Solo. Relacbes microbianas. Endofiticos.
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ABSTRACT

Pineapple (Ananas comosus var. comosus (L.) Merril) produces one of the most
appreciated fruits in the world. Its center of origin is attributed to Brazil, which
holds the genetic diversity of the genus. Pineapple farming is a source of
employment and contributes to the stability of man in rural areas, but can be
affected by a number of pests with economic importance, such as fusariosis. In
this way, the study of bacteria and fungi that compose the rhizosphere and
endophytic microbiome of the genus Ananas, collected in their natural or cultivated
environment, present an enormous potential for the discovery of biotechnological
tools of agricultural interest, besides the possibility restoration of the balance of
agroecosystems. These microorganisms have the potential to solubilize important
nutrients for the plant and have the capacity to compete with phytopathogens.
With this, the number of researches that aim at the bioprospection of these
microorganisms, the benefits that they promote for the vegetable, and its

application for the improvement of cultivars, are increasing.

Keywords: Solo. Microbial relations. Endophytics.



17

O abacaxizeiro

O abacaxizeiro (Ananas comosus (L.) Merr.) é uma planta pertencente a
familia Bromeliaceae que tem no Brasil o seu provavel centro de origem (SOUZA,
2012; BARBOZA, 2006) e diversidade genética, isso porque além de A. comosus
0 pais possue todas as epécies desse género na forma silvestre ou cultivadas
distribuidas em muitas regides brasileiras (CRESTANI et al., 2010). O fruto é na
verdade uma infrutescéncia caracterizada pela unido de vérios fruticulos, de
formato coénico, possuindo uma coroa no topo (LOPES NETO, et al.,, 2015). A
propagacdo dos abacaxizeiros pode se da por meio de mudas do tipo coroa,
filhote, filhote-rebentdo, rebentdo e plantula (RODRIGUEZ-ESCRIBA et al, 2016;
EMBRAPA, 2013).

Na ultima década, a producédo brasileira variou entre 2,2 milhdes de
toneladas e 2,7 milhdes de toneladas, com uma producdo média nos ultimos anos
chegando a cerca de 2,5 Mt (FAO, 2015). A regido que teve a maior area
cultivada e quantidade produzida foi a Nordeste, com 24.367 hectares (35,03 %) e
649.128 toneladas (36,03 %), respectivamente. O estado da Bahia apresentou
uma area plantada de 5.800 hectares (23,8 %), produzindo 144.827 toneladas
(22,3 %) de abacaxis (IBGE, 2014).

Entretanto, a producdo desta fruta pode ser comprometida por uma série
de doencas de importancia fitossanitaria. Uma das mais importantes doencas € a
fusariose, provocada pelo fungo Fusarium guttiforme, que pode ocasionar até 100
% de perdas na producdo, em condi¢cdes que a planta apresenta suscetibilidade
(SALES et al., 2016). Além disso, os autores ainda deixam claro que a producao
também pode ser afetada na fase de pds-colheita por outras doencas como a
podriddo negra causada pelo fungo Chalara paradoxa.

Apesar das perdas na producéo causadas pelas doencas, estima-se que a
producdo da fruta alcance 2,9 Mt na préxima década, o que acompanhara a
demanda interna (FAO, 2015).
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Solos rizosférico e rizoplano como fontes de microrganismos benéficos

O solo é constantemente influenciado pela microbiota e esta, por sua vez,
pode ser estruturada por intermediacdo de compostos quimicos liberados pelas
raizes em seu entorno, conhecido também como rizosfera (YERGEAU et al.,
2014; LAKSHMANAN et al., 2014).

E sabido que diversos fatores exercem agéo relevante para a construgéo
do microbioma rizosférico, como o tipo de hospedeiro e solo (SCHREITER et al.,
2014). Além destes, outros fatores também afetam de maneira significativa a
dindmica populacional dos microrganismos, como o0 estresse bidtico e abidtico,
condig@es climaticas e os efeitos da agdo humana.

Quanto as raizes, estas também exercem papel importante na composi¢cao
da rizosfera pela “rizodeposicdo de exsudatos, mucilagens e células
descamadas” (LAKSHMANAN et al, 2014, PHILIPPOT et al, 2013). Os
exsudatos liberados pelas raizes atuam como mediadores de diversas interacfes
planta-planta, planta-microrganismo e microrganismo-microrganismo (PHILIPPOT
et al.,, 2013). Tais compostos contribuem para a composicdo da microbiota
rizosférica e do rizoplano ao induzir o quimiotatismo dos microrganismos, o que é
essencial para instituir a associagéo planta-microrganismo nas raizes.

A constituicAo do microbioma rizosférico, principalmente com maior
participacdo de microrganismos benéficos, € imprescindivel para aumentar a
capacidade da planta de controlar o surgimento de pragas e doencas, sobretudo
pelo melhoramento no desempenho e crescimento vegetal, refletindo no ganho
em produtividade (CHAPARRO et al., 2014).

Interagdo planta-microrganismo endofitico

Microrganismos endofiticos sdo aqueles que habitam o interior de tecidos

de plantas, constituindo uma associagéo simbidtica sem causar doenca aparente
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(SUN et al., 2015; ACOSTA & DUARTE, 2014; SILVA, 2014; MOLINA et al., 2012;
POLLI et al., 2012).

O processo de colonizagdo € caracterizado por varias e diferentes fases,
gue vao desde o movimento quimiostatico dos microrganismos endofiticos,
presentes no solo, ao sistema radicular, até o estabelecimento nas raizes,
permitindo a sua sobrevivéncia. No que diz respeito a colonizacdo das partes
aéreas, a presenca destes microrganismos depende da sua composi¢cdo génica, a
qual refletira na producdo de metabdlitos essenciais para coloniza¢do no apice da
planta (GARCIA, 2015).

Os endofitas geralmente promovem efeitos benéficos para o seu
hospedeiro, podendo contribuir para o crescimento das plantas e agir como
agentes de controle biolégico (OLIVERIA et al., 2014; JASIM et al., 2014; NAIR &
PADMAVATHY, 2014), além de produzirem uma gama de produtos naturais que
podem também ser aproveitados para uso potencial em medicina, na agricultura
ou na industria (KHAN et al, 2016; SOUZA et al., 2015; ACOSTA & DUARTE,
2014; NAIR & PADMAVATHY, 2014). Além disso, ha evidéncias que estes
microrganismos tém o potencial para remover contaminantes do solo,
aumentando a fitorremediacdo, e podem desempenhar um papel em sua
fertilidade, pela fixacdo e solubilizacdo de nutrientes (SOUZA et al., 2015, NAIR &
PADMAVATHY, 2014).

Pouco se sabe acerca dos microrganismos endofiticos que mantém uma
associacdo com Ananas spp. A parcela de trabalhos que aborda este tipo de
interacdo envolve ensaios em casas de vegetacdo, como por exemplo, o
desenvolvido por Weber et al. (2013), que realizaram um estudo para caracterizar
bactérias diazotroficas endofiticas da cultivar 'Champaka' em um sistema organico
durante o periodo de frutificacdo. Estes mesmos autores, em trabalhos anteriores,
relataram que a associacdo de bactérias diazotroficas com as cultivares
Champaka e Victoria contribuiu significativamente para o aumento do crescimento
destas cultivares de abacaxi.

Em relacdo a estudos de bactérias endofiticas, Abreu-Tarazi et al. (2010)
investigaram com o emprego de PCR-DGGE, a associacdo destes
microrganismos com mudas micropropagadas de abacaxizeiros cultivadas de

maneira axénica. Os autores concluiram que o0s microrganismos endofiticos
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persistiram nas mudas por um longo tempo sem ocasionar nenhum sintoma
aparente, mesmo sendo cultivadas de forma axénica.

Apesar de os trabalhos descritos anteriormente, Ssdo escassas as
investigacdes sobre a relacdo de microrganismos endofiticos com abacaxizeiros
em ambiente natural e da comparacéo deste com locais de cultivo comercial e/ou

de manutencao de germoplasma a campo (ex situ).

Estudo de microrganismos cultivaveis

As técnicas baseadas na quantificacdo de microrganismos, com uso de
meios de cultura, tém grande aplicabilidade para a caracterizacdo das
comunidades microbianas habitantes do solo e endofiticas. Apesar de as técnicas
baseadas em cultivo apresentarem uma menor informatividade da diversidade
total de microrganismos quanto comparadas a técnicas mais sensiveis, como é o
caso da metagendmica, existe a vantagem do direcionamento das espécies-alvo
de isolamento, bem como a possibilidade de preservacdo a longo prazo e uso
futuro (PHILLIPOT et al, 2013).

Com o intuito de solucionar a menor abrangéncia dos métodos
dependentes de cultivo em estudos de diversidade, técnicas moleculares
comecaram a emergir em complemento aos resultados dos meios de cultivo, e a
serem direcionadas ao estudo da diversidade destes microrganismos (YE et al.,
2013; WANG et al., 2012).

Uma familia de técnicas moleculares é comumente utilizada em
complemento aos métodos dependentes de cultivo, principalmente para
caracterizacdo da diversidade genética microbiana. Esta familia recebe o nome
de REP-PCR, composta por sequéncias repetitivas intergénicas encontradas nos
procariotos, como os elementos REP, BOX e ERIC (SOUZA, 2012).

Os elementos REP podem apresentar tamanho variando de 35-45 pb,
enquanto que os ERIC possuem tamanho de 124-127 pb e BOX geralmente
possuem tamanho de 154 pb (SOUZA, 2011; VERSALOVIC et al.,, 1991). Os
primers utilizados para amplificar as regides BOX tendem a gerar uma quantidade



21

maior de amplicons e de menor distingdo entre si, diferentemente do que € visto
com os amplicons resultantes das amplificacbes com primers ERIC, que
produzem bandas mais distinguiveis (SOUZA, 2011).

Estas técnicas vém sendo comumente usadas em estudos de diversidade
genética de populagdes microbianas, pois sdo de facil execucéo, oferecem
resultados rapidos e de excelente reprodutibilidade (RADEMAKER et al., 2000).
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RESUMO

O Brasil encontra-se entre os grandes produtores de frutas do mundo, com um
destaque para o abacaxi (Ananas comosus var. comosus (L.) Merril). Acredita-se
gue Ananas spp. mantenha relacbes com uma gama de microrganismos,
fitopatogénicos ou benéficos. Entretanto, estudos sobre a diversidade de
microganismos associados as plantas de abacaxi ainda sdo escassos. Neste
sentido, o presente trabalho objetivou quantificar e comparar a diversidade de
microrganismos considerados pela literatura como benéficos, existentes no solo
rizosférico e nos tecidos internos de Ananas spp., em ambiente de ocorréncia
natural, de cultivo comercial e de conservacao ex situ. Para isto, foram aplicados
métodos dependentes de cultivo, além de técnicas moleculares com marcadores
BOX e ERIC para caracterizacdo das amostras e suas diferentes fragbes. Com
base nos dados de de quantificacdo da microbiota por métodos dependentes de
cultivos e sua complementacdo com as técnicas de ERIC e BOX-PCR, verificou-
se a similaridade entre as composicdes de microganismos independentemente do
local de origem (cultivado, ex situ ou ambiente natural). Estas técnicas permitiram
0 agrupamento de isolados de amostras diferentes, como aqueles de solo, raiz e
caule, em um mesmo cluster, permitindo inferir que ha uma distribuicdo dos
grupos funcionais desde solo até as partes aéreas das plantas. Além disso,

analises de correlacdo indicaram associacdo de certos grupos funcionais as
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amostras, 0 que sugere que as plantas estdo requerendo sempre 0s mesmos

grupos de microrganismos.

Palavras-chave: Associagdes microrganismos-planta. Fingerpriting.
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ABSTRACT

Brazil is among the world's largest fruit producers, with emphasis on pineapples
(Ananas comosus var. comosus (L.) Merril y). It is believed that Ananas spp.
maintain relations with a range of microorganisms, phytopathogenic or beneficial.
However, studies on the microbial diversity associated with pineapple plants are
still scarce. In this sense, the present work aimed to quantify and compare the
diversity of microorganisms considered in the literature as beneficial, existing in
the rhizospheric soil and the internal tissues of Ananas spp. from an environment
of natural occurrence, commercial cultivation fields and ex situ conservation. For
this, culture-dependent methods were applied, as well as molecular techniques
with BOX and ERIC markers for characterization of the obtained samples and its
fractions. These techniques allowed the grouping of isolates from different
samples, such as those of soil, root and stem, in the same cluster, allowing to infer
that there is a distribution of functional groups from soil to aerial parts of plants. In
addition, correlation analyzes indicated the association of certain functional groups
with the samples, which suggests that the plants are always requiring the same

groups of microorganisms.

Palavras-chave: Microorganisms-plant associations. Fingerpriting.
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INTRODUCAO

Diversos microrganismos podem ser encontrados no entorno de raizes e
colonizando os tecidos internos das plantas, dentre os quais alguns séo descritos
como benéficos (POLLI, et al.,, 2012; RYAN et al., 2007). Entretanto, acredita-se
gue o numero destes microrganismos conhecidos ainda é pequeno. Além disso,
tais microrganismos, por possuirem habitat e nicho praticamente idéntico ao dos
fitopatogenos, estdo amplamente envolvidos no controle biolégico (LOPES, 2015;
SOUZA; MENDONCA; SOARES, 2015), podendo atuar na promocdo do
crescimento vegetal, pois sdo capazes de aumentar a taxa de crescimento e
biomassa do hospedeiro, conferir defesas adicionais contra patdgenos, fixar
nitrogénio, solubilizar fosfato, produzir &cido indolacético (COPE-SELBY et a.,
2017).

Essas funcdes desempenhadas por estes microrganismos podem ser
estudadas com a utilizacdo de diversas técnicas, como por exemplo as
dependentes de cultivo, que fazem uso de meios nutritivos para crescimento das
populacdes microbianas ou por meio de métodos independentes de cultivo, como
as técnicas moleculares que auxiliam investigacdes diretas ou indiretas das
comunidades microbianas em seus habitats (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).

Os métodos dependentes de cultivo, apesar de menos informativos do que
os derivados de técnicas moleculares, apresetam-se como uma das principais
formas de comparacdo dos microrganismos que compdem um determinado
microbioma, principalmente por permitir o isolamento dos individuos e sua
utilizacdo em diferentes ensaios, como os destinados a promocao de crescimento,
controle biolégico de pragas e doencas ou mesmo de interacBes patogénicas
(STEFANI et al., 2015; VAZ-MOREIRA et al., 2011).

Com o intuito de se comparar a diversidade e distribuicdo de espécies com
potencial de utilizacdo na agricultura, se faz necesséria a utilizacdo dessas
técnicas, dependentes ou ndo do cultivo. Neste sentido, as diferentes técnicas
(dependentes e independentes de cultivo) devem ser complementares, a fim de
se conhecer a diversidade e as funcdes que os microrganismos desempenham,

nos diferentes ecossistemas (LEE, et al., 2016), uma vez que este tipo de estudo
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contribui para o entendimento da ecologia microbiana de diferentes ambientes,
fundamentando assim a aplicacdo deste conhecimento no agroecossistema
(MONTANEZA et al., 2012).

Por esse motivo, € fundamental o emprego de técnicas que ampliem o
namero de informacdes, se complementem, e que oferecam resultados confiaveis
e reprodutiveis. Uma dessas técnicas € a rep-PCR que pode ser usada em
complemento aos meios de cultivo, fundamentando-se na amplificacdo de regides
repetitivas intergénicas e que além de ser utilizada para diferenciacdo de
linhagens bacterianas, tem sido amplamente empregada em estudos de
diversidade genética de fungos (SILVA, 2016; SUZUKI et al., 2010; BARDAS;
KOUTITA; TZAVELLA-KLONARI, 2009).

A rep-PCR baseia-se no uso de trés familias de sequéncias repetitivas
intergénicas, a REP (repetitive extragenic palindromic) de aproximadamente 38pb,
ERIC (enterobacterial repetitive intergenic consensus) possuindo cerca de 126 pb
e BOX 150-154 pb (VERSALOVIC et al., 1991; 1994; RADEMAKER, DE BRUJIN,
1997). O uso destas sequéncias torna-se confiavel, pois foram largamente
empregadas em estudos de diversidade genética de bactérias, e com isso tem-se
propriedade das sequéncias dos primers empregados nas analises (SOUZA,
2011).

Sendo assim, o objetivo do presente trabalho doi comparar a diversidade
de microrganismos cultivAveis com potencial de aplicacdo biotecnoldgica
associados a plantas de Ananas spp. oriundas de diferentes localidades e
condicbes de cultivo (cultivo comercial, conservacdo ex situ [Banco Ativo de
Germoplasma] e ambiente natural), por meio da utilizacdo de meios de cultivos
bésicos e seletivos, complementados com as ferramentas moleculares BOX e
ERIC-PCR.

MATERIAL E METODOS

Um total de 13 amostras, provenientes de trés ambientes distintos, foram
coletadas nos estados da Bahia, Mato Grosso e Rondonia (Tabela 1). Para efeito
deste trabalho, considerou-se com uma amostra o conjunto de solo rizosférico e a

planta correspondente. Amostras de solos na camada de 0 a 20 cm no entorno de
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cada planta foram coletadas para avaliacdo das propriedades quimicas
(APENDICE A) e fisicas (APENDICE B).

O solo rizoplano foi obtido da seguinte forma: amostras compostas de
raizes de cada planta foi obtida e 1 grama destas raizes foi reunido dentro de um
tubo de ensaio contendo 9 mL de solucéo salina esterilizada de MgCl, a 10 mM,
vortexada e o sedimento resultante definido como solo rizoplano, utilizado para
isolamente dos microrganismos (BULGARELLI et al, 2012). J& o solo rizosférico
foi definido como aquele coletado o mais préximo ao redor das raizes das plantas.

As amostras foram levadas ao Laboratério de Fitopatologia da Embrapa
Mandioca e Fruticultura, localizada em Cruz das Almas, Bahia, Brasil, para
posterior utilizacdos nos ensaios de quantificacdo das densidades populacionais e
comparacao dos perfis genéticos.

No ambiente natural foram coletadas sete plantas, quatro delas no estado
do Mato Grosso, duas em Rondbnia e uma na Bahia. O ambiente natural, foi
caracterizado como aquele em que as plantas foram coletadas em areas de mata
nativa. As trés plantas dos ambientes de cultivo e as trés do ambiente de
conservagao ex situ (Banco Ativo de Germoplasma) foram coletadas no Estado
da Bahia (Tabela 1).

Tabela 1 — Relacdo de plantas coletadas para isolamentos.

Identificacéo Variedade Botanica Localizagdo
BGA 839 Ananas  comosus (L.) Merr.  var. Nossa Senhora do Livramento - Mato Grosso
ananassoides (Baker) Coppens & Leal Latitude: -15.692806; Longitude: -56.441972
BGA 840 Ananas  comosus (L.) Merr. var. Poconé — Mato Grosso
ananassoides (Baker) Coppens & Leal Latitude: -16.933806; Longitude: -56.897889
BGA 842 Ananas  comosus (L.) Merr. var. Comodoro - Mato Grosso
ananassoides (Baker) Coppens & Leal Latitude: -13.838967; Longitude: -59.762778
BGA 843 Ananas  comosus (L.) Merr. var. Comodoro - Mato Grosso
ananassoides (Baker) Coppens & Leal Latitude: -13.490306; Longitude: -59.838389
BGA 844 Ananas  comosus (L.) Merr.  var. Vilhena - Rondonia
ananassoides (Baker) Coppens & Leal Latitude: -12.501056; Longitude: -60.393667
BGA 855 Ananas  comosus (L.) Merr.  var. Rio Crespo — Ronddnia
ananassoides (Baker) Coppens & Leal Latitude: -9.655556; Longitude: -63.071467
BGA 858 Ananas  comosus (L.) Merr.  var. Itacaré — Bahia
bracteatus (Lindl.) Coppens & Leal Latitude: 14.341103 Longitude: 39.008311
BGA 139 Ananas comosus (L.) Merr. var. comosus  Cruz das Almas — Bahia
Latitude: -12.677491; Longitude: -39.089458
BGA 123 Ananas  comosus (L.) Merr.  var. Cruz das Almas — Bahia
bracteatus (Lindl.) Coppens & Leal Latitude: -12.677491; Longitude: -39.089458
BGA 324 Ananas  comosus (L.) Merr. var. Cruz das Almas — Bahia
ananassoides (Baker) Coppens & Leal Latitude: -12.677491; Longitude: -39.089458
PR1 Ananas comosus (L.) Merr. cv. pérola Itaberaba — Bahia
Latitude:-40.3308333; Longitude: 12.4370555
PR2 Ananas comosus (L.) Merr. cv. pérola Itaberaba — Bahia
Latitude:-40.3310555;Longitude: -12.4369444
PR3 Ananas comosus (L.) Merr. cv. pérola Itaberaba — Bahia

Latitude:-40.3308611; Longitude:-12.4373333
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Quantificacdo da microbiota cultivavel

Os fragmentos de tecidos vegetais usados nos isolamentos foram
submetidos a desinfestacdo superficial caracterizada por lavagem em alcool 70%
(2 minuto), hipoclorito de sodio (NaClO) a 1% (1 minuto), novamente em alcool
70% (30 segundos) e posteriormente lavados em agua destilada esterilizada.
Como controle do processo de desinfestagcédo superficial, 50 uL da ultima agua de
lavagem dos explantes vegetais foram semeados em placas de Petri contendo os
meios de cultivo para isolamento (CANDEIAS et al., 2016).

Os fungos e bactérias do solo rizosférico, rizoplano e endofiticos de raizes,
caules, bainhas e folhas foram quantificados por meio de diluicdo seriada,
usando-se solugdo salina de cloreto de magnésio (MgCl, a 10 mM ) com
plaqueamento de 100 pL dos fatores de diluicdo 107, 103, 10° em meios
seletivos, em placas de Petri, com trés repeticbes para cada fator. Os meios
seletivos usados foram o Martin com modificacdes (15 g de agar; 1 g de KH,POy;
0,5 g de MgSO, . 7H,0; 5 g de peptona; 10 g de dextrose; 0,033 g de rosa
bengala; 0,1 g de estreptomicina) para Trichoderma spp., Batata Dextrose Agar
(Extrato de batata [200 g / 500 mL]; 20 g de dextrose; 17-20 g de agar) para
demais fungos, meio nutriente agar (3 g de extrato de carne; 5 g de peptona; 15 g
de agar; agua destilada [g.s.p] 1 L) para bactérias totais (BT) e BPE (Bactérias
Produtoras de Enddsporos), meio B de King (agua destilada [q.s.p] 1 L; 15 g de
agar;, 2,5 g de K;HPO,; 6 g de MgSO, . 7H,0; 20 g de proteose peptona n% 3;
15 mL de glicerol) para BPS (Bactérias Produtoras de Sideréforos) e o meio
Amido-Caseina-Agar (4gua destilada [g.s.p] 1 L; 18 g de &gar; 0,02 g de CaCO3;
0,01 g de FeSO, . 7H,0; 2 g de NaCl; 2 g de KNOg3; 0,05 g de MgSO, . 7TH,0; 2g
de K;HPOy; 0,3 g de caseina; 10 g de amido), para Actinobactérias (ACT).

Isolados também foram obtidos pelo isolamento indireto, com
plagueamento de seis fragmentos de tecidos de raizes, caules, bainhas e folhas
em triplicata.

A semeadura da diluicdo em placa foi feito com uso de esferas de vidro e
as placas incubadas por 24 h, a 25 °C. Ap0s o crescimento microbiano, realizou-

se a contagem do numero de unidades formadoras de colbnias por meio da
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formula UFC =n .%, onde n = numero de coldnias; FD = fator de diluicdo onde o

namero de colbnias foi obtido; VA = volume da aliquota de plaqueamento. O n foi
considerado em placas com no minimo 25 e no maximo 300 col6nias.

As coldnias foram isoladas, de acordo com as diferencas morfoldgicas
como cor, textura, presenca/auséncia de viscosidade e brilho das colbnias
bacterianas. Cada isolado bacteriano foi purificado pela técnica de estrias de
esgotamento em placas de Petri contendo o meio de cultura nutriente agar.

A quantificacdo das unidades formadoras de col6nias para os fungos
seguiu 0 mesmo padréo para as bactérias, com a férmula descrita anteriormente.
As colbnias fangicas foram isoladas com o mesmo principio de morfotipos,
tomando-se como requisitos as diferencas na coloracdo, cor principal e
secundaria, presenca/auséncia de setor, pouco/muito cotonosa e brilho. A
purificacdo dos isolados fungicos ocorreu por meio de repicagens sucessivas em

meio BDA (Batata-dextrose-agar).

Preservacéao de isolados

As bactérias foram conservadas mantidas em agua destilada esterilizada
(MARIANO & SOUZA, 2016) e em meio nutriente liquido (3 g de Extrato de carne;
5 g de peptona; agua destilada [g.s.p] 1L) com glicerol 30 %. Ja os fungos foram
conservados por meio do método Castellani.

Para o método de conservacdo em agua destilada esterilizada (ADE),
repicou-se os isolados em tubos de 2 mL contendo ADE e incubou-se por 24h, a
25 °C em BOD. ApoOs este periodo, os tubos foram armazenados a -20 °C. Ja
para o método de conservacdo em meio liquido com glicerol a 30 %, os isolados
foram repicados em tubos de 2 mL contendo meio caldo nutriente e incubados por
24 h, a 25 °C em BOD. Concluida a incubagéo, os tubos foram centrifugados a
800 x g por 5 minutos para precipitar as bactérias. O sobrenadante foi descartado
e substituido por 1 mL de solucado salina de MgCl, a 10 mM para resuspender e
lavar o precipitado. Feito isso, realizou-se uma nova centrifugacdo a 800 x g por 5
minutos com posterior descarte do sobrenadante e adicdo de 1 mL de caldo
Nutriente com 30 % de glicerol. Os tubos foram entdo armazenados a -80 °C em

ultrafreezer.
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Extracdo de DNA de isolados bacterianos e fungicos

Isolados bacterianos obtidos foram repicados em meio nutriente agar onde
cresceram por 48 horas, a 25 °C em BOD. Apds a incubacdo, uma colénia de
cada isolado foi removida e posta em placa para PCR esterilizada contendo agua
ultrapura esterilizada, seguido de aquecimento por 15 minutos em termociclador a
uma temperatura de 95 °C, visado a obtencdo do DNA gendmico.

A extracdo de DNA de isolados fungicos foi realizada em consonancia com
0 protocolo desenvolvido por Doyle & Doyle (1990), com modificacdes, como se
segue: discos de micélio de isolados conservados em castellani foram postos em
placas de Petri contendo o meio BDA solido, seguido de incubacdo em BOD a
25°C por dez dias. Ap6s este periodo realizou-se a raspagem dos micélios de
cada placa e colocou-se em almofarizes onde foram macerados com a utilizacao
de nitrogénio liquido em quantidade suficiente para cobrir todo o micélio.

Em seguida, o macerado foi recolhido para tubos de 2 mL, no qual
adicionou-se 1 mL de tampao de extracdo (concentracao final: CTAB a 2,4%,
NaCl a 1,7M, Tris HCL a 0,1M pH 8,0, EDTA a 20 mM, p-mercaptoetanol 0,4%,
PVP 2,0 [Polivinilpirrolidona], H,O de mili-Q qg.s.p). Os tubos foram agitados em
vortéx até obter-se um liquido homogeneizado e logo em seguida incubados em
banho-maria a 65 °C por 30 min, sendo homogeneizados a cada 10 min.

Procedeu-se a centrifugacdo dos tubos a 1680 x g em temperatura
ambiente por 5 min. Coletaram-se 800 uL do sobrenadante e estes transferidos
para novo tubo de 2 mL. No lugar deste, adicionou-se a mesma quantidade de
cloroférmio: &lcool isoamilico (24:1) e homogeneizado rapidamente. Uma nova
centrifugacéao foi realizada por 10 minutos a 1680 x g. Retiraram-se 800 uL do
sobrenadante, o qual foi transferido para novos tubos de 1,5 mL devidamente
identificados. 600 pL de A&lcool isopropilico gelado, equivalente a
aproximadamente % do volume coletado (600 uL) foi adicionado e entdo
homogeneizado suavemente, e incubado a -20 °C por 30 minutos. Novamente
centrifugado por 10 minutos a 1680 x g.

O precipitado foi lavado com 500 uL de etanol 70 % e o “pellet” posto para
secar. O DNA isolado foi ressuspendido em 100 yL de tampé&o TE (Tris HCL a 10
mM pH 8,0, EDTA a 1 mM + RNAse 1,0 ul/amostra) e levados para estufa a 37 °C
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para completa solubilizacdo do DNA (30 minutos). O DNA foi conservado a -20
°C.

As guantificacoes dos gDNAs obtidos foram realizadas em gel de agarose
a 1 %, corado com brometo de etidio (1,5 uL.100mL ), durante 1 hora, a 90 V. A
guantidade dos DNAs foi determinada com base no peso molecular de
marcadores de DNA lambda com pesos de 25, 50 e 100 ng. Feito isso, os DNAs
foram diluidos em TE (Tris HCL a 10 mM pH 8,0, EDTA a 1 mM + RNAse 1,0

pl/amostra) e ajustados para solugéo de trabalho de 10 ng.

Reacbes de BOX e ERIC-PCR

As reacdes em cadeia da polimerase foram realizadas com uso dos
iniciadores BOXA1R (5-CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3) (KOEUTH et al.
1995; VERSALOVICS et al.,1994) para a técnica BOX-PCR e os ERIC1R (5'-ATG
TAA GCT CCT GGG GAT TCA C-3’) e ERIC2 (3'- AAG TAA GTG ACT GGG GTG
AGC G-5) (VERSALOVICS et al., 1991) para a técnica de ERIC-PCR. As reacdes
de PCR foram ajustadas para um volume final de 20 pL, contendo 30 ng de DNA
gendmico, 0,5 mM de primer (IDT), 1 U de TagDNA Polimerase (Promega, USA),
2 mM de MgCl,, 0,2 mM de dNTP, 1X de Tris KCI (Invitrogen) e agua ultrapura
esterilizada (g.s.p). As condigcdes de PCR utilizadas foram uma desnaturacao
inicial a 95 °C por 2 minutos seguidos de 39 ciclos a 94 °C por 1 minuto, 51 °C por
1 minuto, 72 °C por 1 minutos, e uma extenséao final a 72 °C por 10 minutos em
termociclador Veritti® 96-well (Applied Biosystems).

Os produtos das amplificac6es foram analisados por eletroforese em gel de
agarose 1,5 % em tampédo TBE 0,5 X corado com brometo de etidio (1,5 uL.100
ml1), sob 80 V por 3 horas. Logo apos, digitalizados utilizando o sistema de foto
documentacédo Gel Logic 212 Pro (Carestream Molecular Imaging, New Haven,
USA). Para estimar o tamanho dos fragmentos de DNA amplificados, foi utilizado

marcador molecular de 100 pb (Fermentas).
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Os padrbes de bandas obtidos para os isolados foram convertidos em
matrizes de auséncia e presenca de bandas por meio da atribuicdo de cddigo

binério, sendo 0 para auséncia e 1 para presenca de bandas.

Andlise dos dados

Os dados da quantificacdo de unidades formadoras de colbnias das
amostras de solo, raiz, caule e folhas foram transformados em log (x + 1), onde x
foram os valores das UFC.mL™, e comparados por meio da ANOVA, pelo teste
Tukey e/ou Scott-Knott, ambos a 5% de probabilidade, usando o programa
SISVAR 5.6 (FERREIRA, 2008).

Os isolados bacterianos e fungicos foram comparados com base no perfil
de banda para os marcadores BOX e ERI-PCR, além dos dados concatenados
com base no coeficiente de dissimilaridade de Jaccard e método UPGMA
(Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic Averages) para a construcao
dos dendrogramas. Os dados foram agrupados com auxilio do pacote ‘vegan’
implementado no software estatistico R (R CORE TEAM, 2015).

RESULTADOS

A densidade dos microrganismos foi avaliada pela contagem de unidades
formadoras de colénias em placas (UFCs). As bactérias alcancaram , 79,7 %,
89,5 % e 88,8 % de predominancia nos ambientes de cultivo, de conservacao ex

situ (Banco Ativo de Germoplasma [BAG]) e natural, respectivamente (Figura 1).
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Figura 1 — Densidade de bactérias e fungos totais em trés ambientes.

Em relacdo a densidade das bactérias e fungos totais por amostras de
solos, raiz, caule, bainha e folha, notou-se que as bactérias foram predominantes
nestas amostras (Figura 2). Os fungos foram verificados em maior escala em solo
rizosférico (SRZ), rizoplano (SRP) e raiz nos trés ambientes (Figura 2A, B e C),
sendo exclusivos em amostras de bainha do ambiente ex situ (BAG) (Figura 2B).
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Figura 2 — Distribuicdo de bactérias e Trichoderma spp. em amostras de solos,
raiz, caule, bainha e folha do ambiente de cultivo (A), ex situ (B) e natural (C).
SRZ = Solo rizosférico; SRP = solo rizoplano. Médias seguidas por mesma letra
nao diferem significativamente entre si pelo teste Tukey a 5 % de probabilidade.
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Actinobactérias, BPEs, BPSs e Trichoderma spp. estiveram representados
em todos os ambientes (Figura 3), sendo que o primeiro grupo de microrganismos
apresentou a maior densidade no ambiente ex situ (BAG), com 6,6 x 10° UFC.g™.
BPSs revelaram-se como maior numero de individuos nos ambiente de cultivo e
natural alcancando 8,0 x 10° UFC.g* e 6,9 x 10° UFC.g*, respectivamente, do
total de UFCs para este local. BPEs e Actinobactérias nédo diferiram
significativamente nos ambientes de cultivo e natural. Trichoderma spp.

alcancaram as menores meédias em todos os ambientes (Figura 3).
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Figura 3 — Densidade total de Actinobactérias, BPEs, BPSs e Trichoderma spp.
para cada ambiente. Médias seguidas por mesma letra nado diferem
estatisticamente entre si dentro de cada ambiente pelo teste Tukey a 5 % de
probabilidade.

Percebeu-se uma ampla distribuicdo das BPSs em todas as amostras,
exceto em amostras de bainha e folhas de plantas dos ambientes de cultivo e ex
situ (Figura 4A e B). Sendo suas maiores densidades nas amostras de SRZ, SRP
e caule de plantas de ambiente de cultivo, raiz e caule de plantas de ambiente ex
situ, em SRZ, caule e folhas de plantas do ambiente natural (Figura 4A, B e C
respectivamente). Actinobactérias estiveram presentes em amostras de solos a

caule dos trés ambientes. E BPEs se restringiram entre amostras de solos a
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bainha dos trés ambientes. Popula¢cées de Trichoderma spp. ficaram restritas as
amostras de solos e raizes das plantas dos ambientes de cultivo e natural (Figura
4A e C). Entretanto foi exclusiva em folhas dos abacaxizeiros do ambiente ex situ
(Figura 4B).
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Figura 4 — Densidade de Actinobactérias, BPEs, BPSs e Trichoderma spp. em
amostras de solos, raiz, caule, bainha e folha do ambiente de cultivo (A), ex situ
(B) e natural (C). SRZ = Solo rizosférico; SRP = solo rizoplano. Médias seguidas
por mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade.

Comparando as analises da densidade total para os trés ambientes de
estudo nédo se verificaram diferencas significativas entre eles. O ambiente de
cultivo apresentou um total de 7,2 x 10* UFC.g*, seguido pelos ambientes
natural com 7,1 x 10** UFC.g™* e de conservacéo ex situ com 6,7 x 10** UFC.g™.
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Foi percebida, a partir da analise da densidade absoluta nas amostras
provenientes dos ambientes, uma maior presenca de microrganismos em solos
(SRZ e SRP), aléem de raizes e caules (Figura 5). No ambiente de cultivo, ex situ e
natural ndo houve diferencas significativas em relagcdo a densidade microbiana
nas amostras de solo da rizosfera e do rizoplano, atingindo respectivamente 6,1 x
10° UFC.g™ e 6,5 x 10° UFC.g™ no ambiente de cultivo, 5,7 x 10° UFC.g™ tanto
para SRZ quanto para SRP no ambiente ex situ, e 6,2 x 10° UFC.g™* para ambas
no natural. As maiores diferengas foram encontradas entre amostras de solos e
as partes aéreas como bainhas e folhas as quais apresentaram 0s menores
valores de UFC.g™. Isso evidencia que a carga microbiana nos abacaxizeiros

diminuiu no sentido solos-apice das plantas.

A d
7,0 3 a a
a a
6,0 a
50 -
b
4,0
I b b
; b
Y 30 -
=)
2,0
Cc
C
1,0 A C C
c c C
0,0 -
Hlesleze |BEgseeEsse HeEsescs
v & R E|T » v | & 2|3 w» w| & 3| B
(@) © w (@] [l (@] © [
o o o
Ambiente de cultivo Ambiente ex situ Ambiente natural

Figura 5 — Densidade dos microrganismos por amostras dos trés ambientes. SRZ
= Solo rizosférico; SRP = solo rizoplano. Médias seguidas por mesma letra
pertencem ao mesmo grupo pelo teste Scott-Knott a 5 % de probabilidade.

Dentre o total de isolados obtidos, foram selecionados 430 morfotipos com
as caracteristicas dos grupos de interesse deste trabalho (Figura 6). Os demais
isolados corresponderam aqueles que foram selecionados nos meios seletivos e
nos meios basicos para bactérias e fungos, que ndo apresentavam caracteristicas

dos grupos funcionais.
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Fonte: o autor.

Figura 6 — Caracteristicas morfolégicas de isolados morfotipos. A e B: Morfotipos
de Actinobactéria; C e D: Morfotipos de Trichoderma spp.; E e F: Morfotipos de
Bactérias produtoras de sideroforos (BPSs); G e H: Morfotipos de Bactérias
produtoras de endosporos (BPES).

Obteve-se a composicdo de morfotipos dos quatro grupos em indice
percentual para os trés ambientes, considerando-se a sua distribuicdo em solo
rizosférico (SRZ), rizoplano (SRP), raiz, caule, bainha e folha. Morfotipos de
Trichoderma spp., bactérias produtoras de endésporos (BPES), actinobactérias e
bactérias produtoras de sideréforos (BPSs) foram isolados praticamente de forma
equitativa em amostras de solo rizoplano, rizosférico, raiz, caule e bainha nos trés
ambientes (Figura 7). Entretanto, percebeu-se um maior percentual de morfotipos
de Trichoderma spp. nas partes aéreas (100 % em folhas do ambiente ex situ) e
BPSs distribuidas praticamente em todas as amostras de todos os ambientes
(Figura 7).
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Figura 7 — Percentuais de morfotipos de Trichoderma spp., BPEs, Actinobactérias
e BPSs provenientes do ambiente de cultivo (A), ex situ (B) e natural (C), por
amostras. SRZ = solo rizosférico; SRP = solo rizoplano.

Foi obtido um total de 829 isolados, sendo que destes, 385 foram flngicos
e 444 bacterianos. Os mesmos foram separados em morfotipos levando-se em
consideracdo o crescimento em meio seletivo e as caracteristicas macroscopicas
das colonias.

Dentre os trés ambientes comparados neste trabalho, o de ocorréncia
natural de A. comosus (L.) Merr. foi aquele em que se obteve o maior nimero de
isolados, 226 de bactérias e 233 de fungos, totalizando 459, seguido pelo
ambiente de conservagédo ex situ (BAG), com total de 202 isolados e do ambiente

de cultivo com 168 isolados (Figura 8).
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Figura 8 — Numero total de isolados obtidos nos ambientes de cultivo, de
conservacgao ex situ e de ocorréncia natural de A. comosus (L.) Merr.

Fungos e bactérias totais foram isolados dos trés ambientes e foram
definidos como sendo aqueles com caracteristicas morfologicas diferentes entre
si. A ocorréncia de ambos foi detectada desde amostras de solos até folhas dos
trés ambientes. Foi percebida uma maior ocorréncia de bactérias totais nos solos
rizosférico e do rizoplano (Figuras 9A e 9B, respectivamente). Esta ocorréncia
diminui no sentido raiz-folhas. Em contra partida, observou-se menor ocorréncia
dos fungos nos solos rizosférico e do rizoplano e maior no sentido raiz-apice das
plantas (Figura 9, de C a F). Sendo que nas folhas observou-se maior ocorréncia

de fungos dentre todas as amostras (Figura 9F).
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Figura 9 — Percentual de isolados de fungos e bactérias nos ambientes de cultivo,
ex situ e natural. A: Percentual em amostras de solo rizosférico dos trés
ambientes; B: Em amostras de solo rizoplano; C: Em raizes; D: Em caules; E: Em
bainhas; F: Em folhas.

As analises de componentes principais (Figura 10B) e agrupamento
hierarquico (Figura 10A) das amostras de solo com base nas propriedades fisico-
guimicas permitiram a formag¢do de quatro grupos de solo com caracteristicas
fisico-quimicas muito proximas. Entretanto, duas amostras de solo de ambiente

ex situ (Banco Ativo de Germoplasma de abacaxi) (BGA123 e BGA139) foram
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agrupadas separadamente, principalmente pelo fato destas duas amostras de
solo apresentarem os maiores niveis de P inorganico e pH préximo a neutralidade
(APENDICE A).
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Figura 10 — Agrupamento hierarquico (A) e mapa dos autovalores das variaveis
guantitativas provenientes da analise quimica do solo e qualitativa obtida na
analise fisica e textural com base nos dois primeiros componentes principais
extraidos da analise fatorial de dados mistos (B) para os solos dos ambientes
natural, de cultivo e de conservacédo ex situ. Circulo vermelho indica alto nivel de
fésforo inorganico em amostras.
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Comparacéo dos isolados por meio de BOX-PCR e ERIC-PCR

Do total de isolados citado acima, foram selecionados 210, fungos e
bactérias, para extracdo de DNA genbmico. Destes, 116 tiveram seus DNAs
extraidos.

As técnicas ERIC-PCR e BOX-PCR levaram a formacdo de bandas
polimérficas na maior parte dos 116 isolados utilizados. As reacdes foram
repetidas para confirmacao do padrao de bandas dos isolados.

Foi observado um total de 37 bandas pela técnica de ERIC-PCR
(APENDICE C) e 26 bandas por BOX-PCR (APENDICE D) para os isolados
fungicos dos trés ambientes. J4 para os isolados bacterianos, a técnica de ERIC-
PCR gerou um total de 90 amplicons (APENDICES E e F) e BOX-PCR um total
de 73 bandas (APENDICES G e H). Todas as bandas, tanto para uma técnica
guanto para outra, apresentaram tamanhos que variaram de 100 pb a 3000 pb,
sendo que os isolados apresentaram numero e tamanho de bandas distintos.

Apenas 25 % dos isolados ndo apresentaram produtos de amplificacdo ou
nao exibiram boa qualidade de resolucao das suas bandas.

Apés andlise dos perfis de bandas obtidos para as duas técnicas
empregadas, obtiveram-se o0s dendrogramas utilizando o coeficiente de
dissimilaridade de Jaccard e UPGMA como método de agrupamento. Foi definido
um limiar de 90 % de distancia para formagdo de grupos maiores, a fim de
perceber as relacdes entre isolados das diferentes amostras (solo, raiz, caule,
folhas) e entre os ambientes, permitindo uma abrangéncia maior nas analises.

Considerando o limiar de 90 % de dissimilaridade, ocorreu a formacéo de 8
clusters, apds analise dos perfis dos amplicons gerados pela técnica BOX-PCR
(Figura 11). A variagdo da similaridade foi de aproximadamente 55 % a 100 %
entre os oito clusters. Dos oito grupos, trés foram compostos exclusivamente por
bactérias isoladas de amostras de solo dos trés ambientes.

Os demais grupos apresentaram bactérias isoladas de diferentes amostras,
mas que mantém uma relacdo entre si. E apenas um isolado ndo se agrupou

dentre os 45 que amplificaram para a técnica BOX-PCR.
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Para a técnica ERIC-PCR foram obtidos 12 clusters (Figura 12), todos
constituidos por bactérias isoladas de amostras de solo com similaridade as
encontradas em amostras de raizes e partes aéreas como caules e folhas. Dentre
os 61 isolados que apresentaram produtos de amplificacdo para a técnica ERIC-
PCR, 4 nado foram agrupados indicando que estes ndo possuem uma relacéo

genética proxima com os demais.
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———————————— 10 BTSAEX Exsitu Solo
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33 ACTSAEX Exsitu Solo

Figura 11 - Dendrograma plotado a partir dos perfis de banda dos produtos de amplificacdo da
técnica BOX-PCR para isolados de bactérias dos ambientes natural, ex situ e cultivado, usando o
coeficiente de dissimilaridade de Jaccard (J) através do método de agrupamento UPGMA
(Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic Averages). BTSAN/C/EX = Bactérias Totais de
Solo de Ambiente Natural/Cultivo/Ex situ; ACTSAN/C/EX = Actinobactérias Totais de Solo de
Ambiente Natural/Cultivo/Ex situ; BPSSAN/C/Ex = Bactérias Produtoras de Sideréforos de Solo de
Ambiente Natural/Cultivo/Ex situ; BPESAN/C/EX = Bactérias Produtoras de Enddsporos de
Ambiente Natural/Cultivo/Ex situ; BERAN/C/EX = Bactérias Endofiticas de Raiz de Ambiente
Natural/Cultivo/Ex situ; BECAN/C/EX = Bactérias Endofiticas de Caule de Ambiente
Natural/Cultivo/Ex situ; BEFAN/C/EX Bactérias Endofiticas de Folha de Ambiente
Natural/Cultivo/EX situ.
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L 264 BPSSAC Cultivo Solo
353 BPSSAN Natural Solo
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| | 219 BECAC Cultivo Caule
I 267 BECAC Cultivo Caule
270 ACTSAC Cultivo Solo
| 406 BECAC Cultivo Caule
I 216 BPESAC Cultivo solo
244 BTSAC Cultivo Solo
4‘—{ 319 ACTSAN Natural Solo
408 BTSAN Natural Solo
119 ACTSAN Natural Solo
4{ | 304 BERAN Natural Raiz
I 305 BERAN Natural Rafz
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186 BPESSAN Natural Solo
371 BPSSAN Natural Solo
| 347 ACTSAN Natural Solo
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Figura 12 - Dendrograma plotado a partir dos perfis de banda dos produtos de amplificacdo da
técnica ERIC-PCR para isolados de bactérias dos ambientes natural, ex situ e cultivado, usando o
coeficiente de dissimilaridade de Jaccard (J) através do método de agrupamento UPGMA
(Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic Averages). BTSAN/C/EX = Bactérias Totais de
Solo de Ambiente Natural/Cultivo/Ex situ; ACTSAN/C/EX = Actinobactérias Totais de Solo de
Ambiente Natural/Cultivo/Ex situ; BPSSAN/C/Ex = Bactérias Produtoras de Sideréforos de Solo de
Ambiente Natural/Cultivo/Ex situ; BPESAN/C/EX = Bactérias Produtoras de Enddsporos de
Ambiente Natural/Cultivo/Ex situ; BERAN/C/EX = Bactérias Endofiticas de Raiz de Ambiente
Natural/Cultivo/Ex situ; BECAN/C/EX = Bactérias Endofiticas de Caule de Ambiente
Natural/Cultivo/Ex situ; BEFAN/C/EX Bactérias Endofiticas de Folha de Ambiente
Natural/Cultivo/Ex situ.
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A juncéo dos dados obtidos pelas duas técnicas permitiu 0 agrupamento de
38 isolados amplificados em comum pelas duas técnicas, permitindo a formacao
de 11 grupos (Figura 13). Sendo que os dois ultimos formados exclusivamente
por bactérias isoladas de amostras de solo dos ambientes. A similaridade entre os

clusters variou entre 56 % a 100 %.
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4‘_‘ 302 BTSAN Natural Solo
442 BECAN Natural Caule
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223 BPSSAC Cultivo Solo
119 ACTSAN Natural Solo
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‘ 305 BERAN Natural Raiz
244 BTSAC Cultivo Solo
319 ACTSAN Natural Solo
408 BTSAN Natural Solo
186 BPESSAN Natural Solo
353 BPSSAN Natural Solo
371 BPSSAN Natural Solo
346 ACTSAN Natural Solo
226 BPSSAC Cultivo Solo
210 BECAC Cultivo Caule
4(—‘ 168 BECAN Natural Caule
296 ACTSAC Cultivo Solo
2 BPESAEX Exsitu Solo
189 ACTSAN Natural Solo
444 BEFAN Natural Folha
390 ACTSAEX Exsitu Solo
395 ACTSAEX Exsitu Solo
326 BPSSAN Natural Solo
204 BTSAC Cultivo Solo

Figura 13 - Dendrograma plotado a partir da concatenacdo dos dados gerados pelos perfis de
banda dos produtos de amplificacdo das técnicas BOX e ERIC-PCR para bactérias, usando o
coeficiente de dissimilaridade de Jaccard (J) através do método de agrupamento UPGMA
(Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic Averages). BTSAN/C/EX = Bactérias Totais de
Solo de Ambiente Natural/Cultivo/Ex situ; ACTSAN/C/EX = Actinobactérias Totais de Solo de
Ambiente Natural/Cultivo/Ex situ; BPSSAN/C/Ex = Bactérias Produtoras de Sideréforos de Solo de
Ambiente Natural/Cultivo/Ex situ; BPESAN/C/EX = Bactérias Produtoras de Enddsporos de
Ambiente Natural/Cultivo/Ex situ; BERAN/C/EX = Bactérias Endofiticas de Raiz de Ambiente
Natural/Cultivo/Ex situ; BECAN/C/EX Bactérias Endofiticas de Caule de Ambiente
Natural/Cultivo/Ex situ; BEFAN/C/EX Bactérias Endofiticas de Folha de Ambiente
Natural/Cultivo/Ex situ.
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A BOX-PCR para fungos, a partir do mesmo limiar de dissimilaridade,
permitiu gerar a formacao de 4 grupos maiores de isolados fungicos dos trés
ambientes (Figura 14). A menor similaridade entre os grupos foi de 80%. Dos 31

isolados usadas para a técnica 5 ndo foram agrupados.
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302 FERAN Natural Raiz

170 FTSAN Natural Solo

293 FTSAN Natural Solo
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317 FTSAEX Exsitu Solo

329 FTSAEX Exsitu Solo

34 FEFAEX Exsitu Folha

66 FECAN Natural Caule

{ 111 FTSAN Natural Solo

‘ 1 FERAEX Exsitu Raiz

‘ 32 FEFAEX Exsitu Folha

T 35 FERAEX Exsitu Raiz

—(: 19 FERAEX Exsitu Raiz

269 FTSAN Natural Solo

| 6 FERAEX Exsitu Raiz

{ 320 FERAEX Exsitu Raiz

321 FERAEX Exsitu Raiz

174 FEFAC Cultivo Folha

{ 166 FERAC Cultivo Raiz
161 FEFAC Cultivo Folha

157 FTSAC Cultivo Solo

] 4‘ 168 FECAC Cultivo Caule

316 FTSAEX Exsitu Solo

12 FTSAEX Exsitu Solo

319 FTSAEX Exsitu Solo

126 FECAN Natural Caule

95 FERAN Natural Raiz

325 FEFAEX Exsitu Folha

43 FTSAEX Exsitu Solo

‘ 76 FTSAN Natural Solo

‘ 155 FTSAC Cultivo Solo

Figura 14 - Dendrograma plotado a partir dos perfis de banda dos produtos de
amplificacdo da técnica BOX-PCR para fungos, usando o coeficiente de dissimilaridade
de Jaccard (J) através do método de agrupamento UPGMA (Unweighted Pair Group
Method Using Arithmetic Averages). FERAN/C/EX = Fungo Endofitico de Raiz de
Ambiente Natural/Cultivo/Ex situ; FTSAN/C/EX = Fungos Totais de Solo de Ambiente
Natural/Cultivo/Ex situ; FECAN/C/EX = Fungo Endofitico de Caule de Ambiente
Natural/Cultivo/Ex situ; FEFAN/C/EX = Fungos Endofiticos de Folha de Ambiente
Natural/Cultivo/EX situ.
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Ja para a ERIC-PCR foram originados 7 grupos maiores de isolados
fungicos (Figura 15). A menor similaridade entre os grupos foi também de 80%.

Dentre os 29 isolados que amplificaram, 2 ndo foram agrupados.

Height
1.0 0.8 0.6 0.4 0.2
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293 FTSAN Natural Solo
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289 FEFAN Natural Folha
262 FTSAN Natural Solo
329 FTSAEX Exsitu Solo
174 FEFAC Cultivo Folha
321 FERAEX Exsitu Raiz
336 FECAEX Exsitu Caule

316 FTSAEX Exsitu Solo

% 12 FTSAEX Exsitu Solo
% 319 FTSAEX Exsitu Solo

76 FTSAN Natural Solo
111 FTSAN Natural Solo
[ 269 FTSAN Natural Solo
‘ 95 FERAN Natural Raiz
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302 FERAN Natural Raiz

34 FEFAEX Exsitu Folha

317 FTSAEX Exsitu Solo

168 FECAC Cultivo Caule

43 FTSAEX Exsitu Solo

[ 19 FERAEX Exsitu Raiz

‘ 1 FERAEX Exsitu Raiz

320 FERAEX Exsitu Raiz

—‘ 35 FERAEX Exsitu Raiz

Figura 15 - Dendrograma plotado a partir dos perfis de banda dos produtos de
amplificacdo da técnica ERIC-PCR para fungos, usando o coeficiente de similaridade de
Jaccard (J) através do método de agrupamento UPGMA (Unweighted Pair Group Method
Using Arithmetic Averages). FERAN/C/EX = Fungo Endofitico de Raiz de Ambiente
Natural/Cultivo/Ex situ; FTSAN/C/EX = Fungos Totais de Solo de Ambiente
Natural/Cultivo/Ex situ; FECAN/C/EX = Fungo Endofitco de Caule de Ambiente
Natural/Cultivo/Ex situ; FEFAN/C/EX = Fungos Endofiticos de Folha de Ambiente
Natural/Cultivo/EX situ.
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Tanto para a BOX-PCR (Figura 14) quanto para ERIC-PCR (Figura 15),
houve agrupamento entre isolados de solo e aqueles provenientes de raizes,
caules e folhas.

A concatenacéo dos dados obtidos por BOX-PCR e ERIC-PCR possibilitou
a formacdo de dois clusters e seis isolados ndo agrupados a 85 % de
dissimilaridade (Figura 16). E possivel observar que seus resultados n&o diferiram
dos anteriores, pois isolados de amostras de solo agruparam-se com isolados
provenientes de raiz e caule, indicando que estes microrganismos estao

presentes principalmente em solo e raizes.
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302 FERAN Natural Raiz

174 FEFAC Cultivo Folha

293 FTSAN Natural Solo

166 FERAC Cultivo Raiz

269 FTSAN Natural Solo

66 FECAN Natural Caule

111 FTSAN Natural Solo

168 FECAC Cultivo Caule

76 FTSAN Natural Solo

126 FECAN Natural Caule

95 FERAN Natural Raiz

Figura 16 - Dendrograma gerado a partir dos perfis de banda dos produtos de
amplificacao das técnica BOX-PCR e ERIC-PCR concatenados, para perfis genéticos de
fungos, usando o coeficiente de similaridade de Jaccard (J) através do método de
agrupamento UPGMA (Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic Averages).
FERAN/C/EX = Fungo Endofitco de Raiz de Ambiente Natural/Cultivo/EX situ;
FTSAN/C/EX = Fungos Totais de Solo de Ambiente Natural/Cultivo/Ex situ; FECAN/C/EX
= Fungo Endofitico de Caule de Ambiente Natural/Cultivo/EXx situ; FEFAN/C/EX = Fungos
Endofiticos de Folha de Ambiente Natural/Cultivo/Ex situ.
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As relacbes genéticas entre os isolados de diferentes amostras e
ambientes nao tiveram enormes discrepancias entre as duas técnicas, as quais
evidenciaram agrupamentos entre isolados de solo, raiz, caule e folha, indicando
uma possivel distribuicdo dos microrganismos nas plantas.

As analises de correspondéncia, baseadas no isolamento dos grupos
funcionais, indicaram a formacdo de cinco clusters (Figura 17), onde os
componentes principais das dimensdes explicam 88 % da correlagdo entre os
grupos formados, considerado excelente para este tipo de analise. O primeiro
cluster (circulo amarelo) foi constituido por microrganismos, principalmente fungos
totais e aqueles isolados como Trichoderma spp. de amostras de folhas e caule
dos ambientes natural e de cultivo.

No segundo cluster (circulo marrom), diferentemente do anterior,
correlacionaram-se mais fortemente dentro do grupo os microrganismos isolados
de amostras de solo rizosférico (SRZ), rizoplano (SRP) e de raiz, além de caule
dos ambientes natural, de cultivo e ex situ (BAG). Os morfotipos dos
microrganismos que melhor se relacionaram com estas amostras foram aqueles
pertencentes aos grupos ACT (Actinobactérias), BPS (Bactérias produtoras de
sideréforos), BPE (Bactérias produtoras de enddsporos) e BTS (Bactérias totais).
Além disso, percebe-se uma proximidade grande entre os tipos de solo SRZ, SRP
e raiz, indicando um padréo de distribuicdo dos microrganismos no microbioma
vegetal.

Esta relacdo entre os tipos de solo (SRZ e SRP), também apareceu para o
terceiro cluster (circulo azul), constituido por amostras dos solos do ambiente ex
situ, no qual os morfotipos (ACT, BPS, BPE e BTS) estiveram muito mais
proximos.

O quarto grupo foi composto por uma associacao entre amostras de raiz e
caule do ambiente ex situ (circulo verde), entretanto com correlagcdo menor para
0s grupos destacados acima. O quinto cluster formou-se com amostras de folhas
do ambiente ex situ. A este cluster, esteve correlacionado o grupo de fungos
totais (FTS).
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Figura 17 — Mapa de fatores da andlise de Correspondéncia entre

ambiente/amostra/grupos funcionais. Circulos indicam os clusters formados entre
0s ambientes por analise de componentes principais; triangulos indicam 0s grupos
funcionais e pontos indicam as amostras e seus respectivos ambientes. SRZ =
solo rizosférico; SRP = Solo rizoplano; ACT = Actinobactérias; BPS = Bactérias
Produtoras de Sideroforos; BPE = Bactérias Produtoras de Enddésporos; BTS =
Bactérias Totais de Solo; FTS = Fungos Totais de Solo; TRICHO = Trichoderma

Spp.

DISCUSSAO

O fato de o maior nimero de isolados e morfotipos terem sido provenientes
do ambiente natural estd atrelado ao numero de plantas coletadas nesse
ambiente, o qual foi superior aos demais, para possibilitar a abrangéncia da
ocorréncia geografica dos microrganismos.

A maior ocorréncia de morfotipos e UFC.g™ de Trichoderma spp. e fungos
totais nas partes aéreas (caule, bainha e folhas) pode ser explicada pela
capacidade de disseminacao de indculos por estes microrganismos. Por meio da
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disseminacdo horizontal, os fungos podem liberar seus esporos tanto de forma
ativa quanto passiva, sendo as duas formas eficientes para sua dispersdo. Uma
forma de liberacao passiva de inéculos se da por impactos de dgua ou do vento, 0
gual pode ser responsavel também pela dispersdo dos esporos. Brimner e Boland
(2003) ao fazer uma analise aprofundada da atividade antagonista de
Trichoderma spp. relataram a deteccao de esporos desse fungo no ar.

Uma vez liberados, os esporos podem se depositar facilmente sobre folhas,
germinar e penetrar na planta por meio de aberturas naturais como os estdmatos,
ferimentos ou pela colonizagdo de espacgos intercelulares por meio da formagéo
de haustorios. Tadych et al. (2014) afirmam que certos grupos de fungos
endofiticos formam estruturas reprodutivas externas e crescem principalmente
nas folhas das plantas hospedeiras.

A predominancia de bactérias em todos os ambientes e amostras e a maior
ocorréncia no solo daquelas dos grupos estudados neste trabalho é justificavel,
uma vez que este € um dos seus principais habitats, sobretudo os solos préximos
as raizes, que sao ricos em rizodepésitos. Coadunando desta forma com Philippot
et al. (2013) e De Boer et al. (2015), os quais afirmam que esses microrganismos
sdo atraidos por nutrientes, mucilagens, células mortas liberados pelas plantas.

A esses fatos se pode atribuir também a capacidade de disseminacao das
bactérias, a qual é mais limitada que a dos fungos, ocorrendo principalmente por
ocupacdo de espaco pela reproducdo das células. A reproducdo répida e o
tamanho das células permitem o aumento exponencial das populacdes e a
ocupacdo de espacos nas particulas de solo que ndo sédo alcancados pelos
fungos. Esta ocupacdo de espaco por multiplicagcdo das células contribui para
gue, embora em menor diversidade e quantidade, as bactérias alcancem também
as partes aéreas das plantas. Esse movimento é fundamental para o sucesso da
colonizacao da planta hospedeira (COOLEY; MILLER; MANDRELL, 2003).

As BPSs (Bactérias produtoras de sideroforos) foram o grupo mais
abundante nos ambientes de cultivo e natural. Neste grupo podem-se incluir
espécies pertencentes as familias Pseudomonadaceae ou Burkholderiaceae, as
guais de acordo com Philippot et al. (2013) estdo entre as mais dominantes na
microbiota rizosférica. Ainda de acordo com estes autores, membros destas

familias sé@o considerados como estrategistas r, aumentando rapidamente a
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populacdo e respondendo concomitantemente as exsudacdes radiculares, pois
séo capazes de utilizar um numero grande de compostos de carbono.

Representantes dessas familias ainda sdo capazes de produzir
substancias fungicidas ou fungistaticas em solo (OLIVEIRA et al., 2003). Com
isso, a presenca das BPSs pode ter contribuido para a baixa incidéncia dos
fungos nos trés ambientes. Além disso, a baixa predominancia dos fungos
percebida no ambiente natural pode ter sido influenciada pelo Al, que neste
ambiente apresentou em média a maior concentracéo (0,71 cmol..dm™). Isso
pode ter afetado o crescimento das populagdes destes microrganismos uma vez
gue, em consonancia com Moreira & Siqueira (2006) concentracdes altas de
aluminio afetam negativamente a germinacao e a formacéo do tubo germinativo
de esporos de fungos.

O fato das Actinobactérias terem sido o grupo com a maior abundancia no
ambiente ex situ provavelmente esta atrelado a maior concentracdo em média
(199,3 mg.dm™) de fésforo (P) registrada entre os ambientes. Actinobactérias sdo
eximias solubilizadoras de fésforo, o que € confirmado por Franco-Correa &
Chavarro-Anzola, (2016), os quais revelam que no processo de solubilizagdo sao
utilizados principalmente fésforo inorganico e acidos organicos, que contém
fésforos que séo libertados pelos solubilizadores (JOG et al., 2014).

Outros microrganismos pertencentes aos grupos estudados neste trabalho,
como, por exemplo, aqueles que incluem-se nas BPSs, BPEs e Trichoderma spp.,
também podem atuar como solubilizadores de fosfato. Entretanto, as
Actinobactérias possuem caracteristicas incomuns aos demais grupos. S&o
capazes de crescer nos mais variados tipos de solo, podendo ser encontrados na
superficie ou a dois metros de profundidade, e produzir diferentes compostos,
como antifungicos, bactericidas, inseticidas, conferindo as Actinobactérias a
capacidade de atuar fortemente na antibiose (BARKA et al., 2016; HAMDALI et
al., 2008).

E sabido que membros deste filo sdo responsaveis pela producéo de
enzimas quitinoliticas que degradam a parede celular micelial de fungos parasitas,
antifngicos como nigrecina, geltanamicina (BARKA et al., 2016), o que pode
refletir em outros grupos de fungos. Além disso, também podem produzir
sideroforos, o que Ihes permitem concorrer com outros microrganismos pelo ferro

disponivel no solo.
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O ambiente ex situ apresentou em média pH 5,9, o mais préximo do neutro
guando comparado com os outros dois ambientes, que tiveram em média solos
mais acidos. E sabido (BARKA et al., 2015) que Actinobactérias crescem melhor
em ambientes com pH entre 6 e 9. E isso atrelado a uma média consideravel de
matéria organica, menor disponibilidade de 4gua no solo, o que pode ter alterado
a fisiologia das plantas, refletindo na diminuicdo da liberacdo de seus exsudatos,
pode ter contribuido para alteracdo da comunidade microbiana nesse local,
favorecendo o maior crescimento das Actinobactérias nesse ambiente, ja que
respondem bem a estresses por fatores abiéticos.

Tais caracteristicas e o fato de terem encontrado grande disponibilidade de
fésforo inorgéanico, pH 6timo para crescimento no ambiente ex situ possivelmente
fizeram deste grupo um forte competidor no microbioma da rizosfera, reduzindo a
populagdo dos demais microrganismos, 0s quais devem ter sido o fator
preponderante para que apresentasse a maior abundancia no ambiente ex situ.

Os trés ambientes apresentaram niveis populacionais que nao diferiram
significativamente entre si. Isso pode esta atrelado ao fato de que as maiores
populagdes microbianas foram percebidas em amostras de solos, principalmente
rizosféricos, 0s quais sdo ricos em compostos, liberados pelas plantas através de
suas raizes, que favorecem o crescimento de diferentes populagdes microbianas
(LAKSHMANAN et al., 2014; PHILIPPOT et al., 2013; RYAN et al., 2009).

Solos rizosféricos e do rizoplano estdo constantemente sobre influéncia
dos exsudatos liberados pelas raizes, independentemente da espécie vegetal.
Como discutido anteriormente, as plantas liberam uma série de compostos
essenciais para manutencdo do metabolismo de inUmeros microrganismos
presentes nestes solos. Em contrapartida, estes microrganismos influenciam o
comportamento das plantas nos diversos ambientes (MOMMER et al., 2016;
PHILIPPOT et al., 2013). Isso justificaria a maior abundancia dos microrganismos
nos solos (SRZ e SRP), e nas raizes de plantas dos trés ambientes. Além disso,
os dados de UFCs deixaram claro que a densidade microbiana diminuiu no
sentido solo-apice das plantas.

Fica evidente, quando se comparam as imagens dos produtos de
amplificacdes, as distingdes nos padrdes de bandas resultantes das duas técnicas
utilizadas. Geralmente, os produtos de amplificacbes gerados pelo primer BOX

tendem a apresentar robustez e complexidade, diferentemente daqueles
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resultantes das amplificacdes pelos REP, os quais sdo menos complexos. Os
primers ERIC resultam em bandas que sao perfeitamente distinguiveis entre si,
porém eles apresentam grande sensibilidade a perturbacbes na reacao
(RADEMAKER et al., 2000). A técnica de ERIC-PCR permite distinguir melhor os
amplicons dentro de um mesmo isolado e entre isolados diferentes. Isso indica
gue estas técnicas sao eficientes para analises da similaridade entre isolados, o
gue as tornam confiaveis quanto a reprodutibilidade.

A proximidade dos isolados flngicos aos clusters constituidos por amostras
de tecidos das partes aéreas como os caules e folhas, sustenta o padrdo de
distribuicdo dos fungos nas plantas utilizadas neste trabalho. Padrdo este,
caracterizado por maior presenca de fungos em amostras de raizes e folhas.

Os agrupamentos gerados pelas técnicas BOX-PCR e ERIC-PCR,
evidenciaram que 0s microrganismos isolados de diferentes amostras
correlacionaram-se entre si. O fato de isolados de Actinobactérias (ACT), BPSs e
BPEs integrarem juntamente alguns clusters, pode esta associado ao uso de meio
seletivo para as Bactérias Produtoras de Sideroforos. Isso porque, segundo a
literatura (SANTOS et al. 2014; LEE et al., 2012; WILSON et al., 2006) os trés
grupos possuem membros que produzem sideroforos. Com isso, ndo se exclui a
possibilidade de Actinobactérias e BPE (Bactérias Produtoras de Enddsporos)
terem sido isoladas como BPS (Bactérias Produtoras de Sideroforos).

Sendo assim, este trabalho podera, futuramente, embasar investigacdes
mais aprofundadas sobre diversidade microbiana benéfica associada a
abacaxizeiros, pois os dados apresentados indicam possiveis locais para a busca
de microrganismos que podem ser empregados para beneficiar o

desenvolvimento vegetal.
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CAPITULO 3

Potencial biotecnoldégico da microbiota associada a Ananas spp.
proveniente de ambiente natural e cultivado quanto a promocéao
do crescimento de mudas micropropagadas de abacaxizeiro cv.
‘BRS Imperial’

Artigo a ser submetido a revista Brasileira de Fruticultura.
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Potencial biotecnoldgico da microbiota associada a Ananas spp.

proveniente de ambiente natural e cultivado quanto a promocéao

do crescimento de mudas micropropagadas de abacaxizeiro cv.
‘BRS Imperial’

Carlos Raimundo dos Santos Souza®, Bruno Santos Louzado das Neves®, Cintia
Paula Feitosa Souza?, Fernanda Vidigal Duarte Souza?, Claudia Fortes Fereira?,
Saulo Alves Santos de Oliveira®

RESUMO

O estudo de bactérias e fungos que compdem o0 microbioma rizosférico e
endofitico do género Ananas, coletados em seu ambiente de ocorréncia natural
ou em ambiente de cultivo, apresentam um enorme potencial para a descoberta
de ferramentas biotecnologicas de interesse agricola, além da possibilidade de
restabelecimento do equilibrio dos agroecossistemas. Neste sentido, o presente
estudo teve como objetivo a andlise da resposta de plantas micropropagadas da
cultivar ‘BRS Imperial’ frente a inoculacédo de fungos e bactérias isolados de solo
rizosférico e de tecidos de abacaxizeiros de ambiente natural e cultivado. Foram
utilizados 25 tratamentosem delineamento inteiramente casualizado, dos quais
sete receberam mix de bactérias de ambiente natural e sete de ambiente de
cultivo, cinco tratamentos receberam mix de fungos de ambiente natural e cinco
de ambiente de cultivo, além de plantas ndo inoculadas (controle). Os resultados
revelaram a existéncia de bactérias e fungos com potencial de promocao de
crescimento de plantas de abacaxi, principalmente aquelas provenientes de
ambiente cultivado, uma vez que alguns tratamento forma capazes de garantir
uma alta taxa de sobrevivéncia das plantas (> 90%), e promover ganhos em
diferentes parametros agronomicos avaliados, como massa seca, massa fresca,

tamanho das plantas, diametro da roseta e nimero de folhas.

Palavras-chave: Cultivo in vitro. Microrganismos benéficos. Promocao de
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ABSTRACT

The study of bacteria and fungi that compose the rhizospheric and endophytic
microbiome of the genus Ananas, collected in their natural or cultivated
environment, present an enormous potential for the discovery of biotechnological
tools of agricultural interest, besides the possibility of restoration of the balance of
agroecosystems. In this sense, the present study aimed to analyze the response
of micropropagated plants of the BRS Imperial cultivar to the inoculation of fungi
and bacteria isolated from rhizospheric soil and of natural and cultivated pineapple
tissues. Twenty-five treatments were evaluated in a completely randomized
design, being seven based on the mixture of bacteria from natural environment
and seven from commertial fields, five treatments received mix of fungi from
natural environment and five from commertial fields. The results showed that are
fungi and bacteria with potential to promoth growth in pineapples plants, especially
those from commercial field environment, seince that some treatments were able
ensure high survive rates of the plants (> 90%) and promote gains on different
agronomic traits such as dry and fresh matter, plant size, diameter of the rosett

and number of leaves.

Keywords: In vitro culture. Beneficial microorganisms. Growth promotion
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INTRODUCAO

O abacaxizeiro mantém diferentes relagbes com uma gama ampla de
microrganismos, incluindo tanto os fitopatogénicos quanto aqueles que compdem
0 grupo de microrganismos benéficos, os quais podem estar no solo ou ocupando
seus tecidos internos. Em plantas de abacaxizeiro, os beneficios das associacdes
entre bactérias endofiticas e diazotréficas tém sido documentados, uma vez que
estas provocam uma série de efeitos positivos sobre o vegetal, cujos principais
sdo a promocgao do crescimento da planta, e também podem acelerar o processo
de germinacdo (WEBER et al, 2013). Além disso, auxiliam na solubilizacdo de
minerais, como fosfato e na producdo de acido indolacético e absorcédo destes
pela planta, além de aumentos na disponibilizacdo de nitrogénio (POLLI, 2012;
RYAN et al., 2007).

Entretanto, tais efeitos podem ndo ser percebidos em plantas
micropropagadas, nas quais bactérias e fungos benéficos habitantes do solo,
epifiticos ou endofiticos, podem ser eliminados na fase de propagacao in vitro
(cultivo axénico), tornando as plantas mais sensiveis a estresses biéticos ou
abidticos, ou com reducéo de vigor (POLLI, 2012). Com isso, o restabelecimento
da microbiota de plantas ainda na fase de pré-aclimatizacdo pode vir a ser uma
estratégia para melhorar o desenvolvimento vegetal.

Diferentes trabalhos demonstraram que plantas inoculadas com bactérias
como Burkholderia spp. e Asaia bogorensis apresentaram melhor
desenvolvimento durante o periodo de aclimatizagdo, acréscimos no rendimento
do fruto, além de resultados satisfatérios no antagonismo ao Fusarium sp.
(WEBER et al., 2013).

A acdo de fungos com as mesmas funcbes das bactérias promotoras de
crescimento vegetal também tém sido relatada. A colonizacdo das raizes por
fungos promotores de crescimento de plantas pode levar a resisténcia sistémica e
incrementos no desenvolvimento do vegetal (PIETERSE et al., 2014; MURALI et
al., 2012). Inducéo de resisténcia sistémica em plantas foi percebida apds o uso

de isolados de Penicillium simplicissimum GP17-2, que foi capaz de despertar



68

mecanismos de defesas multiplas em Arabidopsis thaliana (HOSSAIN et al.,
2007).

Tanto bactérias quanto fungos, benéficos ou ndo, podem ser encontrados
em diversos ambientes, nesse sentido acredita-se que o ambiente natural seja um
celeiro de microrganismos, fungos e bactérias, com atuacdo benéfica para o
vegetal, pois neste ambiente os processos de co-evolucdo seriam bem melhor
estabelecidos por haver menor influéncia das a¢gbes humanas sobre as relagbes
planta-microrganismos (PHILIPPOT et al., 2012).

Neste sentido, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial
biotecnoldgico de isolados bacterianos e fungicos associados a Ananas spp.,
provenientes de ambiente de ocorréncia natural e de cultivo comercial, na
promocao do crescimento de mudas micropropagadas de abacaxi (cv. ‘BRS
Imperial’).

MATERIAL E METODOS

Foram adotados 25 tratamentos para avaliagdo das variaveis altura da
planta, diametro do caule e da roseta, numero de folhas, massa fresca e seca.
Plantas sem inoculagéo constituiram o controle (Tabela 1).

Os isolados de bactérias foram reativados a partir do método em agua
destilada esterilizada, retirando-se 50 pL de 4gua de cada isolado, os quais foram
repicados em placas contendo meio Agar Nutriente e incubados em BOD a 25 °C,
por 24 h. Foram reativados 157 isolados, os quais foram subdivididos em
guatorze grupos pela origem e amostra, sendo 11 isolados para cada subgrupo:
Bactérias totais de solo de ambiente natural/cultivado, BPSs de solo de ambiente
natural/cultivado, Actinobactérias de solo de ambiente natural/cultivado, BPEs de
solo de ambiente natural/cultivado, Bactérias endofiticas de raiz de ambiente
natural/cultivado, Bactérias endofiticas de caule de ambiente natural/cultivado e
Bactérias endofiticas de follha de ambiente natural/cultivado (tabela 1).
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Tabela 1 — Tratamentos para avaliacdo de parametros biométricos.

Tratamentos
1. SE + BPS de solo de ambiente natural 14. SE + Actinobactérias de solo de ambiente de cultivo
2. SE + Actinobactérias de solo de ambiente natural 15. SE + BPE de solo de ambiente de cultivo
3. SE + BPE de solo de ambiente natural 16. SE + B.T de solo de ambiente de cultivo
4. SE + B.T de solo de ambiente natural 17. SE + Trichoderma de solo de ambiente de cultivo
5. SE + Trichoderma de solo de ambiente natural 18. SE + F.T de solo de ambiente de cultivo
6. SE + F.T de solo de ambiente natural 19. SE + B.R de ambiente de cultivo
7. SE + B.R de ambiente natural 20. SE + B.C de ambiente de cultivo
8. SE + B.C de ambiente natural 21. SE + B.F de ambiente de cultivo
9. SE + B.F de ambiente natural 22. SE + F.R de ambiente de cultivo
10. SE + F.R de ambiente natural 23. SE + F.C de ambiente de cultivo
11. SE + F.C de ambiente natural 24, SE + F.F de ambiente de cultivo
12. SE + F.F de ambiente natural 25. SE sem microrganismos + plantas (controle).

13. SE + BPS de solo de ambiente de cultivo

SE (Substrato esterilizado); BPS (Bactérias produtoras de sideroforos); BPE
(Bactérias produtoras de enddsporos); BT (Bactérias totais); FT (Fungos totais);
BR (Bactérias endofiticas de Raiz); BC (Bactérias endofiticas de caule); BF
(Bactérias endofiticas de folha); FR (Fungos endofiticos de Raiz); FC (Fungos
endofiticos de caule); FF (Fungos endofiticos de folha).

Com isso, foram produzidas suspensbes bacterianas (mix de
microrganismos), uma para cada subgrupo descrito acima. Apds o periodo de
incubacao, 5 ml de solucao salina (MgCl, a 10 mM) foram acrescentados em cada
placa e as colbnias raspadas com uso da alca de Drigalsky. Os liquidos obtidos
de cada placa com diferentes isolados para os subgrupos constituiram os mix e
foram reunidos em diferentes béqueres, para cada uma das quatorzes
suspensofes, as quais tiveram as absorbancias definidas e ajustadas para 0,1 (A =
550 nm) que corresponde a 108 ufc/mL (SOUZA, 2011; CUNHA et al., 2006).

Para cada um dos dez tratamentos com fungos foram feitas suspensdes de
esporos com mix de isolados de ambiente natural e cultivado: Trichoderma spp.
de ambiente natural/cultivado, fungos totais de ambiente natural/cultivado, fungos
endofiticos de raiz de ambiente natural/cultivado, fungos endofiticos de caule de
ambiente natural/cultivado e fungos endofiticos de folha de ambiente
natural/cultivado (tabela 1). Para isso, selecionou-se um total de 124 isolados dos
dois ambientes, sendo 12 fungos para cada um dos dez mix produzidos. Os

fungos cresceram em placas de Petri contendo BDA incubados em BOD a 25 °C
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durante 10 dias. Apds este periodo adicionaram-se 10 mL de &gua destilada
esterilizada a cada placa e o micélio raspado com uso de pincéis previamente
desinfestados em hipoclorito a 1 %. Em seguida, as suspensdes foram filtradas
em camada dupla de gaze a fim de remover partes de micélio e/ou meio de
cultura e reunidas em béqueres distintos para cada um dos tratamentos.
Posteriormente, todas as suspensdes foram ajustadas para concentracdo de 10’
esporos.mL™ pela contagem de esporos em hemacitémetro do tipo Neubauer.

As suspensdes com bactérias foram semeadas nos substratos esterilizados
e as plantas foram inseridas trés dias apds a semeadura. Ja para os tratamentos
com fungos, as plantas foram inseridas no substrato dez dias apds a semeadura.
Feito isso, os tratamentos foram mantidos em pré-aclimatizacdo a 22 °C e 12
horas de fotoperiodo, por 42 dias.

O delineamento utilizado foi o interiamente casualizado, com 25
tratamentos e 24 repeticbes cada. Os dados obtidos foram comparados por meio
da ANOVA, pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade, usando o software
SISVAR 5.6 (FERREIRA, 2008).

As plantas foram avaliadas a cada sete dias apds a inoculacdo em um
periodo de 42 dias, adotando-se as seguintes variaveis: (i) altura da planta: dada
como a distancia entre a insercao da planta no substrato e a folha recém-lancada
da parte aérea; (i) diametro da roseta em mm (DR); (iii) didmetro do caule em
mm; (iv) numero de folhas; (v) massa fresca e seca em mg.

O didmetro da roseta foi estabelecido como a distancia entre folhas
opostas com uso de um paquimetro. O didmetro do caule (DC) de 1/3 das plantas
foi obtido no final do experimento com uso de um paquimetro; o nimero de folhas
(NF) foi determinado pela contagem desses 6rgaos.

A massa fresca e seca foi obtida apds a fragmentacdo das plantas em
sistema radicular e parte aérea, as quais foram primeiramente pesadas para
determinar a massa fresca e posteriormente armazenadas em sacos de papel
Kraft (DORES, 2007) em estufa a 80 °C por 48h (ATHAYDE, 2012) e novamente

pesadas para obtencdo dos valores de massa seca; (vi) percentuais de
sobrevivéncia: o percentual de sobrevivéncia (S) foi definida como S =%.100,

onde M = numero de plantas vivas e N = nimero total de individuos dentro dos

tratamentos.
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RESULTADOS

Dentre os tratamentos descritos (Tabela 1), as Bactérias Endofiticas de
Raiz de Ambiente de Cultivo (BERAC) e as Bactérias Endofiticas de Raiz de
Ambiente Natural (BERAN), foram os que apresentaram os melhores resultados
para médias das taxas de crescimento, alcancando médias de 0,028 mm.dia™ e
0,018 mm.dia™* respectivamente (Figura 1A).

J& entre os tratamentos que receberam mix de fungos tanto de ambiente
de cultivo quanto de ocorréncia natural, o de Trichodermas spp. de Solo de
Ambiente de Cultivo (TSAC) foi agrupado exclusivamente com a maior taxa de
crescimento 0,009 mm.dia™ (Figura 1B). Os demais tratamentos apresentaram
crescimento negativo, caracterizado por definhamento das plantas. Destacando-
se os de Fungos Endofiticos de Caule de Ambiente de Cultivo (FECAC) e Fungos
Endofiticos de Caule de Ambiente Natural (FECAN) com as piores taxas médias
de crescimento negativo, -0,062 mm.dia™ e -0,055 mm.dia™* respectivamente.

Além da promocédo de crescimento, avaliou-se também o0s percentuais de
sobrevivéncia das plantas em cada tratamento.

Sendo assim, os tratamentos com mix de bactérias provenientes tanto do
ambiente natural quanto de cultivo alcancaram 0s maiores percentuais de
sobrevivéncia quando comparados aos alcancados pelos tratamentos com
fungos. Entretanto, o menor percentual de sobrevivéncia foi percebido no
tratamento com as Bactérias Produtoras de Endosporos de Solo de Ambiente
Natural (BPESAN), atingindo 78,26% (Figura 1C).

Em relacdo aos tratamentos com mix de fungos oriundos dos dois
ambientes, aqueles em que foram empregados fungos de ambiente de cultivo
apresentaram 0s maiores percentuais de sobrevivéncia. O tratamento com o
menor percentual de sobrevivéncia foi o de Trichoderma de solo de ambiente
natural (TSAN), com percentual de 13,04% (Figura 1D).
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Figura 1 — Taxa média de crescimento (mm.dia™*) e percentuais de sobrevivéncia para os
tratamentos com bactérias e fungos dos ambientes natural e de cultivo. A - Taxa média
de crescimento para os tratamentos com bactérias; B - Taxa média de crescimento para
os tratamentos com fungos; C — Percentuais de sobrevivéncia para os tratamentos com
bactérias; D - Percentuais de sobrevivéncia para os tratamentos com fungos. Médias
seguidas por mesma letra pertencem ao mesmo grupo pelo teste Scott-Knott a 5% de
probabilidade. BTSAC/N = Bactérias totais de solo de ambiente de cultivo/natural;
BPSSAC/N = Bactérias produtoras de sideréforos de solo de ambiente de cultivo/natural;
ACTSAC/N = Actinobactérias de solo de ambiente de cultivo/natural; BPESAC/N =
Bactérias produtoras de endésporos de solo de ambiente de cultivo/natural; BERAC/N =
Bactérias endofiticas de raiz ambiente de cultivo/natural; BECAC/N = Bactérias
endofiticas de caule de Ambiente de cultivo/natural; BEFAC/N = Bactérias endofiticas de
folha de ambiente de cultivo/natural, FTSAC/N = Fungos totais de solo de ambiente de
cultivo/natural; TSAC/N = Trichoderma de solo de ambiente de cultivo/natural; FERAC/N
= Fungos endofiticos de raiz de ambiente de cultivo/natural; FECAC/N = Fungos
endofiticos de caule de ambiente de cultivo/natural; FEFAC/N = Fungos endofiticos de
folha de ambiente de cultivo/natural.
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A andlise da massa fresca da parte aérea das plantas indicou que as
maiores médias foram observadas nos grupos de Bactérias Totais de Solo de
Ambiente de Cultivo (BTSAC) e BPSSAC, com 0,65 mg e 0,68 mg
respectivamente (Figura 2A). A tendéncia de maior média das plantas do

tratamento com BPSSAC se manteve na analise da matéria seca (Figura 2B).
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Figura 2 — Massa fresca e seca das plantas dos tratamentos com mix de bactérias. A —
Massa fresca de parte aérea; B - Massa seca de parte aérea; C - Massa fresca de raiz; D
- Massa seca de raiz; E — Diametro do caule; F - Diametro da roseta. Médias seguidas
por mesma letra pertencem ao mesmo grupo pelo teste Scott-Knott a 5% de
probabilidade. BTSAC/N = Bactérias totais de solo de ambiente de cultivo/natural;
BPSSAC/N = Bactérias produtoras de sideréforos de solo de ambiente de cultivo/natural;
ACTSAC/N = Actinobactérias de solo de ambiente de cultivo/natural; BPESAC/N =
Bactérias produtoras de enddsporos de solo de ambiente de cultivo/natural; BERAC/N =
Bactérias endofiticas de raiz ambiente de cultivo/natural; BECAC/N = Bactérias
endofiticas de caule de Ambiente de cultivo/natural; BEFAC/N = Bactérias endofiticas de
folha de ambiente de cultivo/natural.
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Quanto a matéria fresca do sistema radicular, ndo houve diferencas
estatisticamente significativas entre os tratamentos (Figura 2C). Por outro lado, as
plantas submetidas ao tratamento com Bactérias Produtoras de Sideroforos de
Solo de Ambiente de Cultivo (BPSSAC) apresentaram a maior média de matéria
seca de raiz, com 0,05 mg (Figura 2D).

A analise ampla dos dados, correlacionando-se todas as variaveis e 0s
tratamentos adotados, evidencia o grupo 1, composto pelos tratamentos BPSSAC
e BTSAC (Figura 3), como aquele com os melhores resultados para todas as
variaveis analisadas. Seguido pelo grupo 2 (BPSSAN, ACTSAN, BPESAN), que
mostrou as maiores diferencas estatisticas em relacdo ao grupo 1 principalmente
nas variaveis sobrevivéncia, taxa de crescimento e matérias seca de raiz.

O grupo 3 apresentou os melhores resultados quanto a sobrevivéncia e
crescimento, o que confirma a melhor taxa de crescimento para os tratamentos
BERAC e BERAN na figura 1A. Entretanto, quanto as outras variaveis, os demais
tratamentos ndo apresentaram diferencas estatisticas significativas em relagéo ao

controle.
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Figura 3: Representacdo grafica (heatmap) das correlagdes entre todas as variaveis e
os tratamentos com bactérias utilizados neste estudo. Taxa.cresc = taxas de
crescimento; MS.RZ = Massa seca de raiz; MF.RZ = Massa fresca de raiz; Diam. Rose =
Diametro da roseta; MF.PA = Massa fresca da parte aérea; MS.PA = Massa seca da
parte aérea; Diam.caule = Didametro do caule. BTSAC/N = Bactérias totais de solo de
ambiente de cultivo/natural; BPSSAC/N = Bactérias produtoras de sideréforos de solo de
ambiente de cultivo/natural; ACTSAC/N = Actinobactérias de solo de ambiente de
cultivo/natural; BPESAC/N = Bactérias produtoras de enddsporos de solo de ambiente de
cultivo/natural; BERAC/N = Bactérias endofiticas de raiz ambiente de cultivo/natural;
BECAC/N = Bactérias endofiticas de caule de Ambiente de cultivo/natural; BEFAC/N =
Bactérias endofiticas de folha de ambiente de cultivo/natural.
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As mesmas variaveis também foram adotadas para os tratamentos com o0s
fungos oriundos dos ambientes de cultivo e natural.

Os Fungos Totais de Solo de Ambiente de Cultivo (FTSAC), Trichoderma
de Solo de Ambiente de Cultivo (TSAC), Fungos Endofiticos de Raiz de Ambiente
de Cultivo (FERAC), sendo maioria, e Fungos Endofiticos de Folha de Ambiente
Natural (FEFAN) compuseram o grupo com maiores médias para massa fresca da
parte aérea, apresentando 0,23 mg, 0,23 mg, 0,20 mg e 0,33 mg respectivamente
(Figura 4A), entretanto estes tratamentos nao diferiram estatisticamente do
controle.

A maior média para matéria seca foi exclusiva para o tratamento com
FEFAN, com valor igual a 0,07 mg (Figura 4B).

Andlise da massa fresca de raizes permitiu reunir os tratamentos com
FTSAC e TSAC no mesmo grupo com as maiores massas, a saber 0,20 mg e
0,23 mg respectivamente (Figura 4C). TSAC apresentou a maior média quando
se analisou a massa seca das raizes (Figura 4D).

A andlise conjunta dos dados para os tratamentos com os fungos
demonstrou que as variaveis mais significativas foram as taxas de crescimento e
os percentuais de sobrevivéncia (Figura 5). O grupo que se destacou para ambas
variaveis foi o grupo 1, composto pelos tratamentos FTSAC e TSAC, com 0s
maiores percentuais de sobrevivéncia, associados também a altas taxas de
crescimento, confirmando o que foi mostrado na figura 1D. Este grupo nao se
distanciou dos valores obtidos para o controle quanto a estas variaveis. No
entanto, o tratamento TSAC obteve os melhores resultados para massa fresca e
seca de raiz (Figura 5).

O grupo 3, composto apenas por Fungos endofiticos de Folha de Ambiente
Natural (FEFAN), apresentou os melhores resultados para diametro da roseta e
massa seca da parte aérea, além de resultados satisfatérios para taxa de
crescimento, sobrevivéncia e massa fresca de parte aérea

Os grupos 4 e 5 apresentaram os piores resultados para todas as variaveis,
com diferengas muito significativas em relacdo ao controle. Apenas o tratamento
com FECAN, no grupo cinco, apresentou resultados satisfatérios para massa

fresca da parte aérea.



76

0,08 - B
0,07 -
0,06 -
0,05 -
0,04 -
0,03 -
0,02
0,01 -
0,00 -

Massa seca de parte aérea (mg)

¢ O O O ¢ R ¢ C O
SR S S o ‘_)v‘\ 5\? Ll Qv o sé' W q? N & c)@ c?ﬁqﬁéc, é({@
& &@Q@{y’\’\@%{ve & & ‘9<<’\‘ ‘°‘°O$
Tratamentos Tratamentos
025 a C
F, B
E o020 £
& =
g N
= 015 ©
50
S s
g 010 g
& @
g o005 | 2
g s
2 000 -
RIS C O U U U N NN
B N S BS 5@ S v‘\ @ﬁ @ F ¥ T F F T ‘_)v @ F &
F LS CE Q%oé F OSSO ‘“é
Tratamentos E
03s o
g 0,30 1 g 4’00 4
T 025 - & 350
8 020 § 3007
o b S 2,50
o 1]
T 0,15 4 T 2,00
o o
£ 010 E 150
£ g 100 -
® 0051 € 0,50 -
© 000 8 400 -
¢ ¢ ¢ O ¢ ¢ ¢ O O ¢
T ¥ ¥ @ (f\ vé(ye Q@/&o R D %@ S @$ (Jvé Q?é/&o\’
(<'\ A ((((, ((, ‘Q (( A ‘(Q’ ‘(Q' <(<<« OQ [ <<<<« <<‘<, (<‘<' (( ‘(« (é‘/ é
Tratamentos Tratamentos
S Microrganismos de ambiente de cultivo BN \icrorganismos de ambiente natural

Figura 4 — Massa fresca e seca das plantas dos tratamentos com mix de fungos. A —
Massa fresca de parte aérea; B - Massa seca de parte aérea; C - Massa fresca de raiz; D
- Massa seca de raiz; E — Diametro do caule; F - Diametro da roseta. Médias seguidas
por mesma letra pertencem ao mesmo grupo pelo teste Scott-Knott a 5% de
probabilidade. FTSAC/N = Fungos totais de solo de ambiente de cultivo/natural; TSAC/N
= Trichoderma de solo de ambiente de cultivo/natural; FERAC/N = Fungos endofiticos de
raiz de ambiente de cultivo/natural; FECAC/N = Fungos endofiticos de caule de ambiente
de cultivo/natural; FEFAC/N = Fungos endofiticos de folha de ambiente de cultivo/natural.
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Figura 5: Representacdo grafica (heatmap) das correlagdes entre todas as variaveis e
os tratamentos com fungos utilizados neste estudo. Diam.caule = Didmetro do caule;
MS.PA = Massa seca da parte aérea; MS.RZ = Massa seca de raiz; MF.RZ = Massa
fresca de raiz; Taxa.cresc = taxas de crescimento; MF.PA = Massa fresca da parte
aérea; Diam. Rose = Diametro da roseta. FTSAC/N = Fungos totais de solo de ambiente
de cultivo/natural; TSAC/N = Trichoderma de solo de ambiente de cultivo/natural;
FERAC/N = Fungos endofiticos de raiz de ambiente de cultivo/natural; FECAC/N =
Fungos endofiticos de caule de ambiente de cultivo/natural; FEFAC/N = Fungos
endofiticos de folha de ambiente de cultivo/natural.

DISCUSSAO

Em relacdo a promocao de crescimento, foi observado que os melhores
resultados foram obtidos pelos tratamentos onde se empregaram as bactérias
provenientes do ambiente de cultivo. E sabido (PHILIPPOT et al., 2013) que hé&
diferencas na estruturacdo das comunidades microbianas da rizosfera nos
ambientes natural e de cultivo. A forma como 0s microrganismos interagem entre
si e com as plantas nesses dois ambientes é diferente.

No ambiente natural, as interacdes benéficas levam mais tempo para
serem estabelecidas, resultando em um processo de co-evolugcdo mais demorado

(PHILIPPOT et al., 2013), pois as plantas estdo em seu habitat nativo.
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A diversidade de plantas nos ecossistemas naturais € muito maior, o que
dificulta o estabelecimento de relacdes benéficas duradouras entre as plantas e
as comunidades microbianas, uma vez que em um momento pode-se ter um
grupo de microrganismos interagindo com uma espécie vegetal e em outro
instante, 0 mesmo grupo pode interagir com uma espécie vegetal completamente
diferente da anterior, caracterizando um processo de inespecificidade destas
relacdes.

O contrario é percebido nos agroecossistemas, onde a diversidade vegetal
€ menor, pois geralmente predomina-se o monocultivo, consequentemente a
diversificacdo nas interacdes bioticas € menor. Atrelado A isso, tem-se a
adequacao de um tipo de solo, tornando este apropriado para o plantio de uma
cultura especificamente, o que pode reduzir a diversidade microbiana neste solo.

Segundo Philippot et al. (2013), a microbiota rizosférica tem menos
importancia nos agroecossistemas que nos ecossistemas naturais, pelo emprego
de fertilizantes e pesticidas. Sendo assim, as plantas dos ambientes de cultivo
tendem a nado requerer com intensidade a ajuda dos microrganismos a elas
associados, pois isso demanda alto gasto de energia por elas.

Mas diferentemente das idéias dos autores citados, a microbiota associada
as plantas no ambiente de cultivo tem sua importancia quando se considera a
selecao direcional daqueles benéficos, de forma ndo intencional, pois as praticas
agricolas, atrelado ao menor numero de relagdes bidticas no ambiente de cultivo,
contribuem para a selecdo de microrganismos benéficos que ja possuem
interac6es bem estabelecidas com a cultura, permitindo que eles se sobressaiam
em relacdo a outros.

No ambiente de cultivo, os microrganismos tendem a responder melhor as
sinalizacdes das plantas, aos rizodepdsitos e dardo o feedback que o vegetal
necessitar, como por exemplo quando os fitopatdgenos quebrarem a resisténcia
das plantas e a conferida pelos pesticidas. Além disso, muitos grupos microbianos
gue vivem em interacdo benéfica com as plantas sdo também capazes de
promover seu crescimento. Todos esses beneficios compensam o0s gastos
energéticos da planta para manter este tipo de interacao.

O crescimento negativo verificado em alguns tratamentos foi caracterizado
pelo definhamento das plantas, o0 que possivelmente esta atrelado a certa

patogenicidade de alguns isolados ou por rea¢gfes das plantas a fatores abi6ticos,
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uma vez que O experimento ocorreu in vitro, durante o periodo de pré-
aclimatizacao. tais plantas ndo foram submetidas a qualquer pratica que pudesse
influenciar no principal objetivo do trabalho, testar capacidade de promoc¢ao de
crescimento e inocuidade.

As BPSSAC, juntamente com ACTSAN e BPESAN, proporcionaram 0s
melhores resultados quanto a massa seca da parte aérea, 0 que pode esta
relacionado ao fato desses grupos serem representados por espécies que atuam
em incrementos do desenvolvimento dos vegetais, como aumento da matéria
seca e diametro do caule das plantas (ASHRAF et al.,, 2011; GIONGO et al.,
2010). Entretanto os isolados que integraram estes grupos ndo promoveram 0O
crescimento, como percebido no tratamento com BERAC, o que indica que este
grupo possui algum(s) microrganismo(s) que atuam especificamente no aumento
do crescimento das plantas.

O fato de os tratamentos com fungos relacionados ao solo (FTSAC, TSAC,
FERAC) e FEFAN terem sido os que apresentaram as maiores medias para
massa fresca de folhas e TSAC para massa fresca e seca de raizes, € um
indicador de que estes fungos estiveram 0 mais proximo das raizes e
possivelmente colonizando-as e aumentando seu rendimento. Trichoderma spp. e
fungos endofiticos sdo comumente relatados na literatura como solubilizadores de
importantes nutrientes para as plantas, o que reflete no desempenho das mesmas
(CRIPPS-GUAZZONE et al., 2016; ROMAO-DUMARESQ et al., 2016)

Os baixos percentuais de sobrevivéncia observados em alguns
tratamentos, sobretudo aqueles de fungos do grupo 4 e 5 (Figura 5 — heatmap),
esta atrelado ao fato de que ndo se excluiu a possibilidade de durante os
isolamentos ter ocorrido a sele¢cdo de alguns fitopatdgenos. Os isolamentos
ocorreram nos meios seletivos para os grupos de interesse, entretanto é sabido
gue o nicho de microrganismos benéficos é idéntico aos dos fitopatogénicos
(LOPES, 2015; RYAN, 2008), ou seja, ambos compartilham os mesmos recursos
e estdo submetidos as mesmas condicdes ambientais.

Algumas espécies de Trichoderma sdo capazes de causar doengas em
plantas ( NICOSIA et al., 2015; SAMUELS et al., 2002), isso pode justificar o fato
de os isolados de Trichoderma de Solo de Ambiente Natural (TSAN), pertencente
ao grupo 4 (Figura 5) ter provocado a morte de plantas ja que este grupo foi

composto por fungos isolados do ambiente natural, o que permite inferir que estes
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isolados nunca mantiveram associacdo com a cultivar utilizada no bioensaio,
consequentemente podem ter causado reacao de hipersensibilidade das plantas.
A andlise dos dados evidenciou que microrganismos benéficos presentes
em amostras de solo e raizes do ambiente de cultivo apresentaram os melhores
resultados para todas as variaveis analisadas, indicando que essas amostras
podem ser foco para a busca de populacées microbianas benéficas em trabalhos
futuros, com emprego em melhoramento vegetal, refletindo assim no

agroecossistema.
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CONSIDERACOES FINAIS

As comparacdes entre 0os ambientes quanto a grupos especificos foi
estabelecida e a densidade das populacdes microbianas nos ambientes estimada
com a utilizagdo de métodos dependentes de cultivo.

A maior densidade microbiana foi percebida no limite entre solo rizosférico
e raizes, o que permite afirmar que esta zona é obviamente a que esta sobre 0s
efeitos dos exsudatos liberados pelas plantas as quais tém respostas diferentes a
depender das condicdes edéficas, que por sua vez influenciam a composicéo das
comunidades microbianas. Além disso, os dados indicaram que microrganismos
do solo e de amostras de raizes promoveram o melhores resultados quanto a
melhorias no desenvolvimento vegetal, sendo propensos para utilizacao futura.

As técnicas BOX-pcr e ERIC-pcr permitiram o agrupamento entre isolados
oriundos de diferentes ambientes e amostras, indicando que apesar de estarem
em ambientes dessemelhantes, 0os grupos estudados apresentam proximidade
genética independente a qual ambiente pertenca.

Por apresentarem peculiaridades que incrementam o desenvolvimento
vegetal, torna-se viavel a inoculacdo de microrganismos benéficos em plantas
ainda na fase de producdo in vitro, pois isso restabelece a microbiota benéfica
associada ao vegetal, a qual muitas vezes € perdida durante a producdo axénica

de mudas. Isso refletira em melhorias na qualidade das plantas e producao.



APENDICE A - Resultados Analiticos quanto a Macronutrientes.

84

Plantas

BGA 839
BGA 840
BGA 842
BGA 843
BGA 844
BGA 855
BGA 858
PR1

PR2

PR3

BGA 139
BGA 123
BGA 324

pH
em
agua

51
50
4,9
4,7
4,7
4,8
53
4,6
5,0
4,9
6,2
6,1
5,6

P Ca Mg Ca+Mg Al Na H+Al SB CTC V MO
mg/dm3 cmole/dm?® % g/kg
6 03 09 0,51 147 0,50 0,06 7,15 1,83 8,98 20 39,00
4 03 0,9 0,72 1,71 0,60 0,04 6,60 2,01 8,61 23 34,00
2 01 0,24 0,10 0,34 0,90 0,01 6,38 040 6,78 6 17,00
3 01 0,26 0,13 0,39 1,00 0,01 957 051 10,1 5 55,00
1 0 0,33 0,08 041 1,00 0,01 550 0,44 594 7 38,00
11 05 29 0,27 3,17 0,80 0,02 145 3,64 18,2 20 92,00
3 03 216 0,68 2,84 0,20 0,13 7,04 3,25 10,3 32 52,00
24 0,2 181 0,25 2,06 0,20 0,10 2,09 2,40 4,49 53 13,00
37 02 245 0,31 2,76 0,20 0,03 2,53 3,01 554 54 16,00
41 0,2 2,23 021 244 0,20 0,08 2,86 2,74 560 49 17,00
393 05 591 142 7,33 0,00 051 1,43 8,30 9,73 85 30,00
120 0,2 124 1,44 1387 0,00 0,13 2,09 14,2 16,2 87 57,00
85 02 219 0,61 2,80 0,00 0,07 2,31 3,09 540 57 --
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APENDICE B - Resultados das andlises fisicas do solo

Plantas Composicéo granulométrica (g/kg) Dispersao com NaOH
Classificagéo textural

Ar.muito  Areia Ar?ig Areia Ar.muito Areia Silte  Argila

grossa grossa média fina fina total
BGA 839 72 39 34 201 174 520 358 122 Franco
BGA 840 22 49 106 291 149 617 281 102 Franco argilo arenoso
BGA 842 1 24 205 513 140 883 56 61 Areia franca
BGA 843 8 6 67 141 24 246 179 575 Argila
BGA 844 0 14 116 568 127 825 53 122 Areia franca
BGA 855 360 240 57 55 11 723 153 124 Franco arenoso
BGA 858 41 128 114 293 61 637 121 242 Franco argilo arenoso
PR1 31 198 95 297 37 658 58 284 Franco argilo arenoso
PR2 33 173 113 249 21 589 106 305 Franco argilo arenoso
PR3 39 146 177 215 33 610 126 264 Franco argilo arenoso
BGA 123 23 170 314 193 52 752 55 193 Franco arenoso
BGA 139 27 220 169 307 41 764 64 172 Franco arenoso

BGA 324 23 208 316 166 44 757 82 161 Franco arenoso
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APENDICE C - Perfis de bandas obtidos pela técnica ERIC-PCR para 37 fungos
isolados dos ambientes ex situ, de cultivo e natural. M1 — Marcador FERMENTAS
100pb DNA ladder; 321 a 32 — fungos isolados do ambiente ex situ; 166 a 222 —
fungos isolados do ambiente de cultivo; 289 a 111 — fungos isolados do ambiente
natural.

M 321 316 06 43 320 35 12 19 14 01 319 317 336 329 34 241 32 166 202 155

3000 pb
1000 pb

200 pb

100 pb

170 174 222 289 293 269

3000 pb
1000 pb

200 pb - TR - —éi
Y e > .-?

100 pb

APENDICE D - Perfis de bandas obtidos pela técnica BOX-PCR para 37 fungos
isolados dos ambientes ex situ, de cultivo e natural. M1 — Marcador FERMENTAS
100 pb DNA ladder; 321 a 32 — fungos isolados do ambiente ex situ; 166 a 222 —
fungos isolados do ambiente de cultivo; 289 a 111 — fungos isolados do ambiente
natural.

M 321 316 06 43 320 35 12 19 14 01 319 317 336 329 34 241 32 166 202 155

3000 pb
1000 pb
e s | — ey
200 pb EclENS 25N
— -
100 pb
M 157 161 168 170 174 222 289 293 269 76 302 66 126 95 262 325 111
3000 pb
1000 pb
a e . ﬁ — g
200 pb - g - s
— ey — gi " ,

100 pb
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APENDICE E - Perfis de bandas obtidos pela técnica ERIC-PCR para 33 isolados
bacteriano do ambiente natural. M1 — Marcador FERMENTAS 100 pb DNA ladder;
X — intervalos entre os subgrupos; 107 a 309 — subgrupo BPESAN; 119 a 347 —
subgrupo ACTSAN; 132 a 371 — subgrupo BPSSAN; 144 a 408 — subgrupo
BTSAN; 304 a 361 — subgrupo BERAN; 126 a 340 — subgrupo BEFAN; 168 a 442
— subgrupo BECAN.

M 107 158 186 187 309 119189 319 346 347 132 324 326 353 371 144 302 334 359 408 304 305 335 411 361 126 139 414 444 340 168 337 442

- - - - .- o - d : —

3000 pb
1000 pb
700 pb

200 pb

100 pb

APENDICE F. Perfis de bandas obtidos pela técnica BOX-PCR para 33 isolados
bacteriano do ambiente natural. M1 — Marcador FERMENTAS 100 pb DNA ladder;
X — intervalos entre os subgrupos; 107 a 309 — subgrupo BPESAN; 119 a 347 —
subgrupo ACTSAN; 132 a 371 — subgrupo BPSSAN; 144 a 408 — subgrupo
BTSAN; 304 a 361 — subgrupo BERAN; 126 a 340 — subgrupo BEFAN; 168 a 442
— subgrupo BECAN.

144 302 334 359 408 304 305 335 411 361 126 139 414 444 340 168 337 442

3000ph —>

1000ph —>
700ph —>

200pb —>
100pb —>
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APENDICE G - Perfis de bandas obtidos pela técnica ERIC-PCR para 21 isolados
bacterianos do ambiente ex situ. M1 — Marcador FERMENTAS 100 pb DNA
ladder; 10 & 379 — subgrupo BTSAEX; 45 a 401 — subgrupo PSAEX; 33 a 395 —

subgrupo ACTSAEX; 23 a 380 — subgrupo BERAEX; 25 a 388 — subgrupo
BECAEX; 02 a 282 — subgrupo BPESAEX.

M 10 14 376.379 45 47 400 401 33 390 395 23 35 380 25 26 388 02 05 06 282

3000 pb
1000 pb

900 pb

200 pb
100 pb

APENDICE H - Perfis de bandas obtidos pela técnica BOX-PCR para 21 isolados
bacterianos do ambiente ex situ. M1 — Marcador FERMENTAS 100 pb DNA
ladder; 10 & 379 — subgrupo BTSAEX; 45 a 401 — subgrupo PSAEX; 33 a 395 —

subgrupo ACTSAEX; 23 a 380 — subgrupo BERAEX; 25 a 388 — subgrupo
BECAEX; 02 a 282 — subgrupo BPESAEX.

M 10 14 376 379 45 47 400 401 33 390 395 23 35 380 25 26 388 02 05 06 282

3000 pb
1000 pb
700 pb

200 pb
100 pb




