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RESUMO

Micropropagacdo, resgate de embrides e avaliagdo do efeito de microorganismos
endofiticos em heliconias.

O cultivo de flores e plantas ornamentais tropicais destaca-se como importante atividade
agricola. Mas, apesar das potencialidades econémicas e de mercado dessas espécies
nativas da regido: helicbnia, bastdo, sorvetdo e outras, sdo necessarios mais estudos
bésicos sobre a utilizacdo de técnicas avancadas na obtencdo de material de propagacéo
com garantia de qualidade e bom aspecto fitossanitario. O objetivo deste trabalho foi
obter mudas micropropagadas a partir de apice floral de Heliconia rauliniana e de
resgates de embrides de H. marginata, identificacdo, inoculacdo dos isolados de
bactérias e avaliar o efeito desses microrganismos no desenvolvimento das plantas
micropropagadas. Estabelecido o processo de micropropagacdo das plantas foram
isolados das raizes das matrizes, isolados bacterianos e, de acordo com os critérios de
classificacdo dos niveis de atividades em fixacdo bioldgica de nitrogénio, solubilizacdo
de fosfato e producdo de auxina, foram selecionados seis isolados da Heliconia
rauliniana e oito da Heliconia marginata. No primeiro experimento, foram inoculados
nas plantas micropropagadas de H. rauliniana, os isolados bacterianos Bj. Bs
(Enterobacter). Bsg; Bjs (Ralstonia). Bis. Big (Enterobacter) e nas plantas
micropropagadas de H. marginata, os isolados Bi. B,. Bs. Bg (Enterobacter); B
(Enterobacter). B;o (Burkholderia). B1o. B14 €. Big €, posteriormente transferidas para
caixas plasticas contendo substrato esterilizado PlantMax (Horticultura) e mantidas em
casa de vegetacdo. Apos 60 dias de inoculacdo foi realizada a avaliacdo de promocdo de
crescimento de raiz, selecionando-se os trés isolados que apresentaram os melhores
resultados por espécie: Heliconia rauliniana, Enterobacteriaceae (Pantoea/Erwinia),
Bis e Bs Enterobacteriaceae (Pantoea/Erwinia e By3 (Ralstonia) e Heliconia marginata
B- Entereobacteriaceae (Pantoea/Erwinia), Bg Entereobacteriaceae (Pantoea/Erwinia)
e Big Burkholderia. No segundo experimento foram utilizados os isolados bacterianos
B1s Enterobacteriaceae (Pantoea/Erwinia). Bs Enterobacteriaceae (Pantoea/Erwinia,
B1s Ralstonia e Bg, Entereobacteriaceae (Pantoea/Erwinia), B; Entereobacteriaceae
(Pantoea/Erwinia), Byo, Burkholdeia selecionados no primeiro experimento e inoculados
em 60 plantas, distribuidas em cinco tratamentos: controle, Big Entereobacteriaceae
(Pantoea/Erwinia. Bs Entereobacteriaceae (Pantoea/Erwinia e By3 Ralstonia coquetel x
planta e controle, Bg Entereobacteriaceae (Pantoea/Erwinia), B; Entereobacteriaceae
(Pantoea/Erwinia), B1o (Burkholderia) coquetel x planta com 12 plantas por tratamento.
Os resultados apresentados ap6s 60 dias, ndo foram significativos a nivel de 0,05 % e
um coeficiente de confianga de 95 % (A NOVA) para promogéo de crescimento de raiz,
numero de folhas, altura de planta, peso fresco e peso seco. A sobrevivéncia das plantas
foi de 83,3 %. Para identificagdo dos microrganismos foi usado o sequienciamento de
fragmento de aproximadamente 800 pb do gene 16S rDNA (“primer 27¢). A analise das
sequencias via Blast mostrou trés grupos de bactéria: Burkholderia, Ralstonia e
Enterobacteriaceae (Pantoea/Erwinia).

Palavras-chaves: Cultivo in vitro, contaminagdo bacteriana, isolados bacterianos,
promocao de crescimento.
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ABSTRACT

Micropropagation of Heliconia rauliniana Barreiros and Heliconia marginata Griggier
Pittier, obtained from apices and embryos rescue and the effect of endofitic
microorganisms in the growth of plants.

The flowers and ornamental plants cultivation stands out as an important agronomical
activity. But despite the economical and market potential of these regional native
species: heliconia, bastdo, sorvetdo and other plants, is necessary more basic studies
about the use of advanced techniques in getting propagated material with quality
assurance and good phytosanitary aspect. The objective of this study was to obtain
plantlets from floral apices of Heliconia rauliniana and embryos rescue of H.
marginata, identifies, inoculation of bacterial isolates and evaluate the effect of these
microorganisms in the development of micropropagated plants. Established the plants
micropropagation process, it was isolated from matrices root, bacterial isolates and,
according to the classification criteria of activity levels of nitrogen biological fixation,
phosphate solubilisation and auxin production, it was selected six Heliconia rauliniana
isolates and eight of Heliconia marginata. The first experiment were inoculated in in
vitro plants of H. rauliniana, the B4, B5, B8, B13, B16 and B18 bacterial isolates and
on H. marginata micropropagated plants, the B1, B2, B4, B6, B7, B10, B12, B14 and
B16 isolates and, then transferred to plastic boxes containing sterilized substrate
Plantmax (Horticulture) and maintained under greenhouse. After 60 days of inoculation,
it was realized the evaluation of root growth promotion, selecting the three isolates that
showed the best results: B18, B5 and B13 (H. rauliniana) and B7, B6 and B10 (H.
marginata). In the second experiment we used the B18, B5, B13 and B6, B7, B10
selected in the first experiment and inoculated in 60 plants, distributed on five
treatments: control, B18, B5 and B13, cocktail x plant and control, B6, B7, B10,
cocktail x plant with 12 plants per treatment. The results presented after 60 days, don’t
were significant on the level of 0.05% and one good faith coefficient of 95% (ANOVA)
for root growth promotion, number of leaves, plant height, fresh weight and dry weight.
The plants survive was 83.3%. For microorganisms identify, it was used the analysis of
the fragment about 800 bp of the 16S rDNA (Primer 27f). The sequencial analysis via
Blast showed three bacterial groups: Burkholderia, Ralstonia e Enterobacteriaceae
(Pantoea/Erwinia).

Keywords: In vitro culture, bacterial contaminants, bacterial isolates, growth promotion
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1.  INTRODUCAO

O cultivo de flores e plantas tropicais no Brasil destaca-se como atividade agricola
importante economicamente. Isto se deve ao fato desta atividade apresentar maior
rentabilidade por area cultivada e proporcionar rapido retorno financeiro, podendo ser
praticada em pequenas areas de agricultura familiar, fornecendo um elevado nimero de
emprego/ha. Apresenta potencial de mercado favoravel, principalmente nas regides Norte,
Nordeste e Centro Oeste pelas 6timas condi¢Ges para seu desenvolvimento, por ndo existir
risco de baixa temperatura, aliado a presenca de agua e condi¢des de solo com profundidade
suficiente para completar o ciclo e, consequentemente, o sucesso do agronegéocio (LAMAS,
2004).

A floricultura tropical movimenta US$ 400 milhGes por ano e o setor corresponde a
menos de 5 % das exportacdes brasileiras, sendo este um indicativo da ampla perspectiva de
expansdo, impulsionada substancialmente pela sua boa aceitacdo no mercado, principalmente
o internacional, devido a alta durabilidade ap0s a colheita, a resisténcia durante o transporte, o
exotismo e alta diversidade de forma e cores das bracteas, principalmente das heliconias.
Flores e folhagens tropicais tém uma excelente aceitacdo nos Estados Unidos e paises da
Europa em especial Holanda, Portugal, Espanha, Franca, Alemanha e Italia. O Brasil exporta
para aproximadamente 30 paises. O aumento da oferta, centrada em algumas variedades, além
do estabelecimento de uma logistica de exportacdo, tém possibilitado, que esses materiais,
produzidos no Brasil, cheguem ao consumidor espanhol em 16 horas e, em 24 horas, ao
consumidor do centro europeu (NAMESNY, 2005).

Em paises desenvolvidos, as flores sdo artigos corriqueiros nas compras, com um
consumo per capita de US$ 137 ao ano na Alemanha e US$ 36 nos EUA (SEBRAE, 2005). A
maioria desses paises apresenta limitacbes para o cultivo de flores tropicais devido as

condicBes climaticas ou exiguidade do territdrio. O consumo per capita de flores, no Brasil,
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gira em torno de US$ 4,7 por ano (SEBRAE, 2005), sendo 50 % gasto em flores de corte, 40
% em plantas envasadas e 10 % de forracbes (KRAS, 2006).

No Brasil, o cultivo de flores tropicais é feito, principalmente, nos Estados do
Nordeste (Pernambuco, Alagoas, Ceara, Bahia e Sergipe), Norte ( Para e Amazonas), Distrito
Federal, sudeste ( Rio de Janeiro e S&o Paulo), (JUNQUEIRA & PEETZ, 2005).

No Estado do Amazonas 0s pequenos agricultores constituem-se na grande maioria
dos trabalhadores rurais e, exploram culturas anuais de subsisténcia com utilizagdo de sistema
de producdo de baixa eficiéncia técnica e econbmica, gerando um processo de
descapitalizacdo constante e crescente (MOTA, 2000)

Contrapondo-se ao cultivo dessas culturas existe o universo das flores tropicais, mais
especificamente, as pertencentes a ordem Zingiberales, que sdo muito atrativas no mercado
internacional e, dentre essas se destaca 0 género Heliconia, o Unico representante da familia
Heliconiaceae e com importante participacdo na floricultura. As helicbnias atuam como
plantas pioneiras no processo de regeneracdo da vegetacao, auxiliam na recuperagéo de solos
degradados desempenhando um importante papel nos ecossistemas tropicais, contribuindo
para futuros programas de manejo que relevem a exploracdo sustentavel e a conservacdo
dessas espécies em longo prazo (ARRUDA et al., 2008).

O Estado do Amazonas ndo tem tradigdo no cultivo de flores, mas é possivel visualizar
a floricultura como uma alternativa ao desenvolvimento econémico (MOTA, 2000).

Apesar da importancia das potencialidades econdémicas e de mercado dessas espécies
tropicais, nativas da regido , como a heliconia , o seu cultivo ainda é frequentemente realizado
através de mudas propagadas vegetativamente. Essa forma de propagacéo, aléem de ser muito
lenta, ainda pode disseminar patogenos inviabilizando a producdo de mudas em quantidade e
qualidade suficientes para atender a um mercado consumidor crescente e exigente. Nesse

contexto, sdo necessarios mais estudos basicos sobre a utilizacao de técnicas mais eficientes e,
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a micropropagacéo € alternativa para a propagacdo de plantas com qualidade fitossanitéria,
uniformidade genética e de alta qualidade, que atenda as exigéncias do mercado.

No entanto, com a utilizacdo da técnica de micropropagacdo destas espécies, ocorrem
algumas dificuldades como a contaminacdo dos explantes in vitro, por bactérias endofiticas,
problema este, que influencia no desenvolvimento destes protocolos e multiplicacdo das
plantas.

A contaminacdo por microrganismos é conhecida como um dos mais sérios problemas
da cultura de tecidos e, geralmente ocorre nos cincos primeiros dias ap6s a inoculacdo dos
explantes (SOUZA, 2007).

A proposta de realiazacdo deste trabalho foi o estudo de desenvolvimento de protocolo

de mudas micropropagadas de Heliconia marginata e Heliconia rauliniana.
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2. OBJETIVOS

Geral
» Estabelecer o protocolo para producdo de mudas micropropagadas de H. rauliniana e

H. marginata, utilizando apice floral e resgate de embrides.

Especificos
» Estabelecer o protocolo de desinfestacéo;
» Estabelecer o protocolo de multiplicacgéo;

» Estabelecer o protocolo de aclimatizacéo.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Aspectos Botéanicos da Heliconia

As heliconias sdo plantas herbaceas perenes cuja altura varia desde 70 cm até 10 m.
Estdo agrupadas na ordem Zingiberales e sdo conhecidas no exterior como tropicais exoticas,
por suas cores, formas, tamanhos variados e grande durabilidade. Pertencem a familia
Heliconiaceae, composta por um unico género, Heliconia L. (TURRIAGO & FLOREZ,
2004).

Existem aproximadamente 250 a 400 espécies pertencentes ao género Heliconia. Sdo
plantas de origem neotropical, com ampla distribuicdo na América Central e na América do
Sul. Do total de espécies, 98 % sdo nativas da América Tropical (Kepler & Mau, 1996) sendo
30 % endémicas do Brasil (Fraume et al., 1990), interpretacdo endossada por Assis et al.
(2002). Cronquist (1981) apud Assis (2002) classifica-as como pertencentes a:

Divisdo: Magnoliophyta

Classe: Liliopsida
Subclasse Zingiberidae
Ordem Zingiberales
Subordem Heliconiineae
Familia Heliconiaceae
Género Heliconia.

O género Heliconia é constituido por plantas herbaceas rizomatosas, de caule ereto,
conforme a espécie, e com folhas de véarios tamanhos. O pseudocaule ¢ formado pela
justaposicéo dos peciolos ou pelas laminas das folhas, o qual pode ter de 0,7 m a 10 m de
comprimento, dependendo da espécie. Do rizoma subterraneo, se desenvolvem as gemas
florais e 0s novos pseudocaules usados para propagacao. As folhas das heliconias, geralmente

verdes, possuem peciolo e limbo que podem apresentar cerosidade na face abaxial. As
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helicdnias sdo classificadas, quanto a disposi¢do das folhas na planta, como: musdides (folhas
verticais em relacdo ao pseudocaule, peciolos longos, ocorrendo na maioria das espécies);
zingiberdides (folhas dispostas horizontalmente, peciolos curtos) e candides (peciolo curto ou
de medio comprimento, com posicao obliqua a haste) e lembram as espécies do género Canna
(BERRY & KRESS, 1991).

A inflorescéncia é terminal, ereta ou pendente, constituida de bracteas arranjadas
disticamente ou em espiral. Cada bractea contém um cincino com muitas flores (cimeira
unipara, no qual os eixos perpendiculares ao eixo principal sdo dispostos num mesmo plano,
alternadamente). As bracteas, estruturas da planta que lhe ddo valor comercial, sdo folhas
modificadas com coloracao, tamanho, formato, disposicdo, textura, nimero e outros detalhes
que variam muito, sendo estas caracteristicas utilizadas na classificacdo. As bracteas se unem
por meio da raquis e podem estar dispostas em um plano ou em mais de um, devido a torcéao
da raquis, ficando com forma espiralada. A classificacdo da helicdnia baseia-se no tipo de
inflorescéncia: 1. Inflorescéncia em um Unico plano; 2. Inflorescéncia ereta em mais de um
plano; 3. Inflorescéncia pendente em Unico plano; 4. Inflorescéncia pendente em mais de um
plano (BERRY & KRESS, 1991).

As flores de heliconias sdo hermafroditas, com cores variando de amarelo a branco,
(Berry & Kress, 1991). O perianto é composto de trés sépalas externas e trés pétalas internas,
as quais apresentam diferentes graus de fusdo, formando um tubo aberto de comprimento
variado, dependendo da espécie. As flores apresentam seis estames, cinco férteis e um
modificado em estamindide estéril (Criley, 1995). O tamanho, forma e insercdo dos estames
sdo caracteristicas utilizadas para identificacdo das especies. As anteras ficam localizadas
acima ou no nivel final do perianto. O polen fica maduro durante o dia, na maioria das
especies. O estilete acompanha a curvatura do perianto e o ovario € infero, trilocular, com

placentacéo basal, com um 6vulo por l6culo (SIMAO et al., 2006).



23

Os frutos de heliconias sdo drupas, indeiscentes com endocarpo lignificado e
coloracdo azul escura quando maduro (Simédo & Scatena, 2004; Simao et al., 2006), medem

de 2 a 3 cm e sdo muito apreciados por passaros (BERRY & KRESS, 1991).

3.2. Caracteristicas especificas das espeécies estudadas neste trabalho
3.2.1. Heliconia marginata Griggier Pittier

Esta espécie € de habito musoide, atinge de 2,0 a 4,0 m de altura, apresenta folhas
eretas, com peciolos de 45 a 90 cm, (Kress et al., 2004). A inflorescéncia é pendente em mais
de um plano, formada de 5 a 15 bracteas espiraladas de cores vermelha e amarela (Fig. 1 a).
Esta que espécie foi descrita por Pittier, (1926) citado por “Andersson 1985 b”, ocorre
naturalmente no Panam4, Venezuela, Costa Rica, Colémbia, Peru, Brasil, Guiana Francesa e
Suriname , geralmente usada como flor de corte e pode ser cultivada desde o pleno sol até 50
% de sombreamento.(Castro et al., 2007). Estas plantas sdo tipicas de margens dos rios,
encontradas no Rio Solimdes, no municipio de Benjamim Constant no Amazonas. S&o

também encontradas nas margens do baixo Jurud (ARRUDA et al,, 2008).

3.2.2. Heliconia rauliniana Barreiros

Espécie de habito musdide, atinge de 3,0 a 4,5 m. de altura. A inflorescéncia é
pendente em mais de um plano, constituida de 10 a 15 bracteas espiraladas de cores vermelho
com as bordas das bracteas verdes amarelos (Fig 1 b). Foi descrita por Barreiros, (1974) como
sendo um hibrido resultante do cruzamento H. marginata X H. bihai e ocorre naturalmente na
Venezuela e Brasil (Castro et al., 2007). A H. rauliniana, conhecida como caeté-papagaio, é
tipica da Venezuela, mas foi catalogada no Brasil e, geralmente usada como flor de corte, e

pode ser cultivada em pleno sol e até 80% de sombreamento (Berry & Kress, 1991).
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Figura 1: Inflorescéncias de Heliconia marginata (A) e de H. rauliniana (B)

3.3. Métodos de Propagacdo de Heliconias
As heliconias sdo plantas geofitas, as quais se perpetuam sexuada (Sementes)

assexuadamente, através de rizoma, (BERRY & KRESS, 1991).

3.3.1. Propagacao Sexuada

As sementes variam em tamanho e forma, conforme a espécie, sendo que a maioria é
triangular, com dois lados achatados. Devem também estar maduras e frescas, e precisam de
luz para germinar, fotoblastica positiva (Marques, 2004). Cada fruto normalmente contém trés
sementes que podem estar envolvidas por um endocarpo bastante duro, que dificulta a
germinacdo das mesmas (Kress et al., 2004). Essa limitacdo pode ser contornada pela
utilizacdo da técnica de resgate de embribes zig6ticos, que propicia uma propagacdo rapida,
recuperacdo de plantas livres de virus, conservacdo de germoplasma como semente botanica e
a superacao da dorméncia de sementes (TORRES, 2005).

O periodo de germinacao é bastante variado, ocorrendo na maioria das espécies num
prazo de 120 dias, podendo levar até trés anos em algumas espécies (Marques, 2004), pois
dependem da maturacdo, do estado fisiolégico do embrido e das condi¢bes do habitat das
espécies. As sementes de helicdnias necessitam de altas temperaturas para germinar e a

condicdo ideal é semea-las em ambiente Umido, ensolarado e quente 25°C a 35°C (KRESS et
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al., 2004).

O periodo de germinacdo de sementes de H. velloziana Emygd, constatado por
Simdo & Scatena (2004), ocorreu entre quatro e seis meses, provavelmente pelo embrido
indiferenciado e o endocarpo pétreo. A germinacdo € hipdgea e a plantula do tipo
criptocotiledonar. Nakano (2008) observou também que as duas primeiras estruturas foliares
nas plantulas sdo escamiformes e as raizes adventicias sdo0 mais conspicuas do que a raiz

primaria.

3.3.2. Propagacao assexuada

Na propagacao assexuada, ou por via vegetativa, ocorre a divisdo do rizoma e emissao
de brotacdes a superficie, podendo ser solitarias ou agregadas (Mosca. 2004). Este o método
de propagacdo mais tradicional e utilizado no cultivo de heliconias Este método de
propagacdo apresenta variabilidade genética baixa, porém pode ser um disseminador de
patdgenos. Para minimizar esse risco sdo necessarios alguns cuidados no procedimento de
desinfestacdo, de ferramentas e rizomas, com inseticidas ou solucdo de hipoclorito de sodio na
concentragéo de 0,8% (ROCHA, 2007).

Os rizomas sdo caules especializados que crescem horizontalmente, tanto acima como
abaixo da superficie do solo. As helicbnias apresentam um rizoma do tipo "ramificado".
Recomenda-se uma porgdo de rizoma medindo no minimo de 10 a 12,5 cm (constituida de
trés a cinco pseudocaules) com 20 a 30 cm de comprimento e gemas basais associadas e livres
de particulas de solo (Kress, 2004). Dependendo da época do ano podem ser plantados
diretamente no campo ou no viveiro em embalagens plasticas sob irrigacdo e sombreamento
entre 30 e 60 %, o que facilita o enraizamento (Lamas, 2004). Neste processo de propagacéo,
as plantas matrizes devem apresentar caracteristicas como, elevada produtividade, vigor e

sanidade (ROCHA, 2007; NAKANO, 2008).
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3.4. Cultura de Tecidos

A cultura de tecidos de plantas € uma alternativa para a propagacao de plantas com
qualidade fitossanitaria e uniformidade genética, além da possibilidade de producdo em larga
escala, contribuindo para as exportaces de plantas ornamentais, Esta técnica é extremamente
importante na propagacdo para 0 cultivo de heliconia, substituindo a propagacédo

convencional.

3.4.1. Importéancia do Cultivo in vitro na floricultura

O cultivo in vitro viabiliza a clonagem de varias espécies, permitindo a formacdo de
individuos teoricamente idénticos a partir de células, 6rgdos ou pequenos fragmentos de uma
planta matriz. E um procedimento de importancia pratica na agricultura, com especial enfoque
na producdo de plantas em larga escala isenta de patdgenos, conservacdo de germoplasma,
bem como na pesquisa basica, com enfoque principalmente em citologia e fisiologia celular
(TORRES, 2005).

As técnicas destinadas a multiplicacdo de plantas in vitro, constituem-se em uma
importante descoberta em termos de desenvolvimento biotecnolégico, representando uma
importante alternativa na solugdo dos problemas relacionada ao cultivo de heliconias fora do
seu ambiente natural (SILVA, 2005).

A micropropagacédo apresenta-se como alternativa viavel para a producgéo de mudas de
heliconias em larga escala e com qualidade genética e fitossanitaria, utilizando-se de vérias
técnicas, como multiplicacdo de gemas axilares de rizomas, regeneracdo de plantas, através da
organogénese direta, e inducdo de calos em explantes retirados da base de plantulas
(SANTOS et al. 2006).

Apos levantamento bibliografico relacionado a trabalhos com desenvolvimento de

protocolos de heliconia, observou-se que somente a partir de 1990 foram iniciados trabalhos
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com apice caulinar e resgate de embrides.

A cultura in vitro de embrides, também pode constituir uma interessante aplicacdo da
cultura de tecidos no cultivo de helicbnias. Existem mecanismos que impedem o0s
cruzamentos entre espécies deste género, 0 que constitui uma barreira para trabalhos de
melhoramento. E possivel, com a cultura in vitro, resgatar embrides oriundos de cruzamentos
hibridos, além de possibilitar a regeneracdo de plantas hibridas, esta técnica é utilizada

também para reduzir o ciclo fenoldgico da planta. (TORRES, 2005).

3.4.2. Problemas em Cultura de Tecidos Vegetais
3.4.2.1. Oxidacéo

A oxidacdo representa um sério problema, especialmente durante a fase de
estabelecimento da cultura in vitro. Alloufa et al., (2002), trabalhando com cultura in vitro de
bananeira, objetivando evitar a oxidacdo, testaram a acdo do &cido ascorbico, acido citrico e
carvao ativado, e observaram que o acido ascérbico foi 0 mais efetivo, reduzindo os niveis de
oxidacao.

A oxidacdo ocorre em funcdo da liberacdo de compostos fenolicos in vitro,
precursores da sintese de lignina, pelo tecido injuriado. Esse acimulo de polifendis e produtos
de oxidacdo, como melanina, suberina, lignina, em torno de superficie exisada modificam a
composigdo do meio de cultivo, causando o escurecimento e dificultam a absorcdo de
metabdlitos (Andrade et al., 2000). Segundo Sato et al (2001) os compostos fenolicos séo
oxidados pelas enzimas polifenases, produzindo substancias tdxicas, como a cutina e a
calose, inibindo o crescimento dos explantes, podendo causar sua morte,. 1sso pode ser
minimizado através de determinados procedimentos como, reducdo dos danos mecanicos e
quimicos ao explante, remocdo de substancias fendlicas, cultivo em meio liquido e utilizagéo

de materiais juvenis (TEIXEIRA, 2005).
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3.4.2.2. Contaminacao

A contaminacdo por microrganismos (bactérias e fungos) € um dos mais sérios
problemas da cultura de tecidos e, geralmente ocorre nos cincos primeiros dias apds a
inoculacédo dos explantes (SOUZA, 2007).

Para o desenvolvimento de novos protocolos de micropropagacdo, de forma geral, a
presenca de microrganismos tem sido obstaculo para o uso desta técnica com fins cientificos e
comerciais.Visando superar o problema de contaminacdo por endofiticos, experimentos com a
utilizacdo de antibidticos em meio de cultura tém sido muito discutidos e o éxito em sua
aplicacdo varia de acordo com os critérios e métodos para o desenvolvimento de um protocolo
que atenda o0s programas de propagacao.

Nannetti (1994), Atehortua (1997) e Dias & Rodrigues (2001) encontraram grande
dificuldade em estabelecer explantes de heliconia in vitro devido a contaminacdo bacteriana.
Nannetti (1994) utilizando o antibiético Claforam no meio de cultura conseguiu durante o
periodo de 10 dias, 0 % de contaminagdo, pois em resultados preliminares durante 0 mesmo
periodo houve 100 % de contaminacdo bacteriana e nenhum desenvolvimento do explante.

No estabelecimento in vitro de H. stricta, H. marginata e psitacorum, Guamantica
(1998) enfrentou dificuldades nos estabelecimentos desses explantes devido ao alto grau de
contaminacdo aliado a alta percentagem de oxidacdo. Na auséncia de reguladores de
crescimento ndo apresentaram desenvolvimento morfogenético. Para o desenvolvimento de
brotages, 3,0 mg/L™ de 6- Benzilaminopurina (BAP) apresentou melhor resultado (3,26) e
para o enraizamento, o &cido indol butirico (AIB) mostrou-se maior eficiéncia para promover
0 maior numero e o maior desenvolvimento de raizes (6,19 mm).

A oxidacdo fenolica pode dificultar o estabelecimento inicial do cultivo in vitro, pois
algumas enzimas oxidam os fenois formando quinonas, as quais sdo responsaveis pela

coloragdo marrom das culturas, além de causarem a inibicdo do crescimento e a morte dos
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explantes em grande numero de espécies. A oxidacdo fenodlica é altamente dependente do
gendtipo e do tipo de explante utilizado. Explantes jovens, em geral, oxidam menos que 0s
mais velhos (TEIXEIRA, 2005).

No estudo de Albuquergue et al. (2006), visando testar diferentes concentracdes de
o0leo essencial de Lippia gracilis identificados no controle da acdo de microrganismos no meio
de cultura de alguns hibridos de Heliconia, isolaram em meio NYDA contaminantes
associados aos apices caulinares introduzidos em meio de MS, identificando a presenca de
oito espécies de fungos e das bactérias Salmonela choleraceuis-dirizonae, Enterobacter
asburiae, Enterobacter hormoechei, Bacillus plumilus, Bacillus cereus e Klebsiella

pneumoniae.

3.4.3. Desinfestacao

O processo de desinfestacdo € o primeiro passo para o estabelecimento de propagacéo
in vitro e consiste na eliminagdo dos microrganismos superficiais do explante, a fim de se
evitar contaminacOes prejudiciais na introducdo e manipulagdo in vitro do material (SOUZA
et al., 2006).

Um dos principais fatores limitantes encontrados na micropropagacao de espécies de
helicbnias ¢ a contaminacdo bacteriana dos explantes durante o cultivo in vitro. Esta
observacdo esta relacionada com estudos de Grattaplaglia e Machado (1988) quando cita que
a obtenc&o de tecido descontaminado é uma das etapas mais dificeis da micropropagacéo,.

No estudo realizado por Nathan et al., (1992), o protocolo de desinfestacdo adotado
para H. psittacorum foi a lavagem das gemas axilares em &gua corrente por 15 minutos,
imersdo em etanol 80 % durante 30 segundos e em solucéo de NaOCI (0,8 %) por 15 minutos
sob agitacdo continua e duas lavagens com agua destilada, durante 5 minutos, apresentou 33%

de contaminagéo.
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Nannetti (1994), antes da introducdo de gemas de Heliconia sp em meio de cultura,
procedeu a desinfestacdo das mesmas através a imersdo em solugdo de acido citrico (200
mg.L™) durante a operacéo, a seguir em etanol (95 %) durante 2 minutos e posteriormente em
solugdes de NaOCI (0,8 %), pH 6, durante 15 minutos com trés lavagens em agua destilada
esterilizada.

Para desinfestar explantes de diferentes tamanhos de apice caulinar de heliconia,
Marulanda & lsaza (2004) utilizaram diferentes concentracdes de hipoclorito de sodio e
alcool (70 %) em diferentes tempos de exposicdo. O meio de cultivo MS foi suplementado
com 6-BAP (6-benzylaminopurina) (2 mg.L™), AIB (0,1 mg.L™) e o antibi6tico Cefatoxima
(0,2g.L™"), obtendo bons resultados quanto ao crescimento e desenvolvimento dos explantes.

Rodrigues (2005) conseguiu estabelecer apices caulinares de H. rauliniana utilizando
apenas solucdo de NaOCI (30 %, produto comercial, 2,5 % cloro ativo) e Tween-80 (0,1 %)
durante 20 minutos e trés lavagens com agua destilada esterilizada. Esta mesma metodologia
foi utilizada por Nakano (2008) na desinfestacdo de explantes de H. bihai cv. Peach Pink, H.

oortrotricha L. Anderss. cv. Total Eclipse e H. ortotricha cv. Candy.

3.4.4. Micropropagacao de Helicbnia

Em micropropagacgdo de Heliconia sp. foi determinada uma metodologia bésica, por
Nanneti (1994) comparando a acdo de benzilaminopurina-BAP (0,0 mg.L™"; 2,5 mg.L™; 5,0
mg.L?; 10,0 mg.L™) e thidiazuron-TDZ (0,025 mg.L™; 0,500 mg.L™; 1,000 mg.L™) em meio
MS - meio de cultura basico segundo Murashige & Soog (1962). O maior nUmero de brotos
nos explantes ocorreu em meio contendo 2,5 mg.L™ de BAP e entre os tratamentos com TDZ
a maior ocorreu na concentracdo 0,25 mg.L™ . Em um segundo experimento, os explantes de
Heliconia sp, foram cultivados em meio MS, acrescido de 0,25 mg.L™ TDZ e apés, 2, 4, 8,

16, 32 dias foram transferidos para meio MS sem regulador crescimento. Apds 60 dias,
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registrou-se a maxima de producéo ( 2,21 brotos) em oito dias de exposi¢do ao TDZ. Em um
terceiro experimento conduzido, os explantes foram imersos em solugdo de 0,25 mg.L™ de
TDZ por 5, 10, 20, 40, 80 minutos e cultivados em meio MS, constando-se 0 maior nimero, e
tamanho de brotos com 80 minutos de imerséo. Dando continuidade, a autora testou diferentes
concentracdes de nitrogénio (840 mg.L™; 551,60 mg.L™; 407,40 mg.L™; 335,44 mg.L™; 263
mg.L™) e calcio (880 mg.L™, 448 mg.L?, 220 mg.L™?, 110 mg.L™ e 0,00 mg/L), combinados
fatorialmente com 2,5 mg.L? de BAP e 0,25 mg.L" de TDZ. A adicdo de 840 mg.L™
NH4NO3 propiciou o maior nimero de brotos (1,83) no meio de cultura com BAP e entre 0s
meios com TDZ a concentragdo de 335,44 mg.L™* de NH4NOj3 favoreceu a brotacéo 5,08 e 0
aumento do tamanho dos brotos (4,9 mm). O acréscimo de 880 mg.L™ de CaCl,2H,0
acarretou maior brotacdo, tanto nos tratamentos com BAP (10,2), como TDZ (1,28).
Entretanto, o tamanho dos brotos foi superior nas concentracdes de 220 mg.L™ e 840 mg.L™
nos meios com TDZ e BAP (12,2 mg.L" e 9,5 mg.L™), respectivamente (10,0 mm e 10,0
mm).

Gemas terminais e axilares de H. psitacorum, em meio de cultive de MS com 9,0
mg.L™" de BAP e com adicdo de 2,25 mg.L™ de BAP apresentaram bons resultados na
multiplicacdo de brotos in vitro (Guamantica, 1998). Em um segundo experimento, com a
mesma espécie, a autora utilizou explantes menores de &pices meristematicos menores que 1
mm, cultivados em meio MS na presenca de 0,Img.L-t de 2,4-D (acido 2,4
diclorofenoxiacético). Nas concentrac@es de 0,4 a 0,8 mg.L-* de 2,4-D houve inducédo de calos
morfogenéticos. Quando cultivados em meio béasico, os calos produziram corpos no
protocormo, que facilitou o desenvolvimento das plantas.

Trabalhando com embrides provenientes de frutos maduros de H. rostrata, excisados e
inoculados em meio de cultura contendo os sais basicos MS, vitaminas e sacarose (0; 1; 2 e

3%), Torres (2005), demonstrou que a adicdo de sacarose foi essencial para o
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desenvolvimento dos embrides. Em meio desprovido de sacarose os embrides morreram no
meio de cultivo, enquanto que concentracdes de 1 %, 2 % e 3 % (p/v) de sacarose
favoreceram o desenvolvimento dos embrides. Concluindo que a adi¢do da sacarose ao meio
béasico foi essencial para o crescimento e desenvolvimento dos embrifes de H. rostrata e que
a concentracao 6tima de sacarose que proporcionou o maior nimero de plantulas foi de 3 %.

Embrides, de H. rostrata, cultivados em seis tratamentos: meio de cultivo MS com
metade da forca idnica (1/2 MS) com 15, 30 e 45 g. L-'de sacarose e MS completo com 15, 30
e 45g. L™ de sacarose, Melo et al., 2005, observaram que 40 dias ap6s o cultivo, o melhor
desenvolvimento da parte aérea e do sistema radicular dos embribes foi daqueles cultivados
no MS com metade da forca i6nica acrescido de 30g.L-! de sacarose.

Gomes et al. (2005), estudando embrides extraidos das sementes de frutos maduros de
H. bihai e H. latisphata, cultivados em meio de cultivo MS acrescido de cinco concentragdes
de BAP (0; 1,0 mg.L™; 2,0 mg.L™"; 3,0mg.L™ e 4,0 mg.L-1), observaram que as maiores taxas
de germinacdo foram para H. bihai (33 % no meio MS + 1,0 mg.L-* de BAP) e para H.
latisphata (40 % no meio MS + 4,0 mg.L-! de BAP). Os autores sugeriram que novas técnicas
deveriam ser testadas, devido a grande variacdo nas taxas de germinacéo in vitro dos embrides
extraidos manualmente.

O estudo desenvolvido por Aguiar et al. (2004), mostra que 0s meios de cultivo mais
adequados para o desenvolvimento de embrides de H. psittacorum e H. bihai foram 2,8 mg.
L-1 de giberelina (AG3) e 2,5 mg. L-* de cinetina (CIN), respectivamente.

Silva (2005), estudando a propagacdo in vitro de embrides zigoticos de Heliconia spp,
em diferentes combinagGes entre auxina e citocininas para inducdo de calos embriogénicos,
constatou que o melhor indice de multiplicacdo e desenvolvimento das gemas ocorreu em
meio MS com a metade da concentracdo de sais, utilizando a sacarose como fonte de

carboidrato, acrescido de 2,5 m.L* de BAP, cultivado durante 45 dias.



33

Apices caulinares e florais em trés estadios de desenvolvimento da inflorescéncia
(brécteas fechadas, metade das bracteas abertas e todas as bracteas abertas) foram inoculados
em MS acrescido de 2 g.L™ de Phytagel, 30 g.L™ de sacarose, 10 ml.L™* vitamina Morel
(Moreal & Wetmore, 1951), 3,5 mL.L™ de BAP, sob pH 5,8. Apés cinco dias, todos 0s apices
caulinares apresentaram contaminacdo, enquanto que os apices florais de bracteas semi-
abertas e abertas somente apresentaram contaminacdo somente dez dias ap0s e em um terco
dos éapices florais fechados (Dias & Rodrigues, 2001). Dando continuidade ao experimento,
foram isoladas as coldnias de bactérias dos meios de cultura e identificadas com teste
bioquimico, onde foi observada a presenca de Pseudomonas sp nos apices florais
Pseudomonas sp e Klebsiella sp nos apices caulinares. Estes resultados foram confirmados
por (NAKANO, 2008).

Em estudos para padronizar um protocolo de assepsia para micropropagacdo de H.
bihai cv Peach pink, H. ortrotricha cv Total Eclipse e H. ortotricha cv Candy cane nos quais
compararam o vigor dos explantes relacionado ao aumento do ndmero médio de brotos,
constataram-se os melhores resultados nos tratamentos MS 50 % + 0,10 mg.L™ ANA, MS
50% + 0,25mg.L™* ANA, MS 100% + 0,10 mg.L"* ANA e MS 100% + 0,10 mg.L™ IBA que
proporcionaram um ndmero médio de 2,8; 2,7; 3,0 e 3,3 brotos por explante matriz,

respectivamente, ao final de 12 semanas (NAKANO, 2008).

3.4.5. Aclimatizacao de plantas micropropagadas de Heliconia

A aclimatizagdo de plantas oriundas de cultura de tecidos consiste em retira-las das
condigdes in vitro e transplanta-las para recipientes com substrato adequado, em casa-de-
vegetacdo, objetivando prepara-las para a mudanca de ambiente que deverdo enfrentar quando
forem transferidas para o local definitivo. Algumas das mudangas fisiologicas sofridas pelas

plantas durante a aclimatizacdo s@o as suscetibilidades ao estresse hidrico, pois ha um
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aumento na taxa de transpiracdo, devido a diminuicdo da umidade relativa e aumento da
intensidade luminosa; a passagem para um estado autotrofico realizando fotossintese; o
sistema radicular se adapta para incrementar rapidamente a absorcdo de sais sendo que a
planta fica vulneravel a acdo dos agentes patogénicos, pois é transferida de um ambiente
asséptico para o natural.

Na aclimatizacdo, devem ser garantidos a manutencdo mecanica do sistema radicular,
a estabilidade da planta, o suprimento de dgua e nutrientes e as trocas gasosas entre as raizes e
0 ar atmosférico.

A escolha de substratos e recipientes, assim como 0 manejo correto da irrigacéo, € um
dos principais problemas técnicos que muitos produtores tém enfrentado durante a
aclimatizacdo de plantas micropropagadas. Além do mais, as pesquisas nessa etapa da
micropropagacdo ainda sdo escassas e as informacgfes técnicas sobre cultivo sdo raras ou
muitas vezes inexistentes. Esta escassez de informacdes pode levar a baixa qualidade e/ou a
auséncia de padronizacdo dos produtos obtidos, prejudicando a sua comercializacdo nos
mercados interno e, principalmente, externo (ROCHA, 2007).

A determinacdo de substratos alternativos, que sejam viaveis para a aclimatizagdo é de
grande relevancia, pois o aproveitamento de residuos da agroindustria em praticas agricolas
representa a solucao de problemas sociais e ambientais (SILVEIRA et al., 2002).

A crescente utilizacdo de compostos organicos como substrato durante esta fase reflete
a necessidade de praticas agricolas sustentaveis que minimizem o impacto ambiental. Porém,
é importante que se avaliem os substratos adequados ao desenvolvimento de cada cultura
(SCHMITZ et al., 2002).

Santos et al. (2004) avaliando a eficiéncia de trés substratos organicos (casca de arroz
carbonizada, p6 de casca de coco seco e verde) e de dois adubos (Vitasolo® e himus de

minhoca) para a aclimatizacdo de plantulas de H. psittacorum verificaram que a casca de
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arroz carbonizada foi mais eficiente que os demais substratos e que o humus de minhoca foi
mais eficiente que o produto comercial Vitasolo®.

Rodrigues et al. (2005) avaliaram a aclimatizacdo de mudas micropropagadas de H.
bihai em diferentes substratos (areia lavada, vermiculita (textura média) e PlantMax ® sob
0s niveis de sombreamento 0, 30, 40, 50, 60,70, e 80 %. As mudas apresentaram melhor
desempenho nos substratos areia lavada e PlantMax ® Horticultura sob as condicdes de

sombreamento a partir de 50 %, em especial 70 % e 80 %.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Selecdo de Matrizes

Para realizar este trabalho foram utilizados, como explantes, a inflorescéncia
(ponteiro) ou &pice floral da bractea principal e embrides zigéticos. Para o &pice floral foi
realizado um pré-experimento utilizando-se explantes (ponteiro) de quatro espécies de
heliconia: H. rauliniana, H. rostrata, H. chartaceae cv Sexy pink e H. orthotricha cv Total
eclipse, objetivando selecionar a espécie que melhor resultado apresentasse. Neste pré-
experimento foram utilizados 105 explantes por espécie, distribuidos em 6 tramantos mais 0
controle, utilizando—se inflorescéncia em trés fases de desenvolvimento.Atribuiu-se T; para
todas as bracteas fechadas, T, para duas brécteas abertas e T3 para quatro bracteas abertas
(Fig.2 A; B; C e D). As bréacteas foram levadas ao laboratorio para a execugdo da assepsia na
solucdo. de hipoclorito de sodio (30%) + de agua (70%), por 20 minutos. Em seguida, as
bracteas foram lavadas em agua esterilizada por trés vezes. Apos esse processo foram feitos
0s cortes para a retirada dos apices florais e imergidos no alcool 70% por + 1 minuto e

introduzidos em meio de cultivo de MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) (Tabela 1).

chartaceae cv Sexy Pink (D).
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Tabela 1 - Namero de apices florais de H. rauliniana (1), H. orthotricha cv Total eclipse (2) H. rostrata (3), H.
chartacea cv Sexy pink (4) introduzidos in vitro

1 2 3 4
TRATAMENTOS [ T, | T, | Tz | T | To | Ts | Ti | T | Ts | . | T2 ] Ts
Controle 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 | 5] 5
1,0 mg/L BAP 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 | 5] 5
1,0mg/L BAP + 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 | 5] 5
0,05mg/L IBA

3,0 mg/L BAP 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 | 5] 5
3,0 mg/L BAP + 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 | 5] 5
0,05mg/L IBA

5,0 mg/L BAP 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 | 5] 5
5,0 mg/L BAP + 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 | 5] 5
0,05mg/L IBA

Total (Explantes) | 35 | 35 | 35 | 35 | 35 | 35 | 35 | 35 | 35 | 35 | 35 | 35

*T1= Todas as Bracteas Fechadas; *T,= Duas Bracteas Abertas; *Ts;= Quatro Bracteas Abertas

Apds 0s

resultados do pré-experimento,

foi

iniciado o trabalho para o

desenvolvimento de protocolos para micropropagacdo, utilizando-se duas espécies: H.

rauliniana, de area de plantio do produtor da Tucandeira Flores Tropicais da Amazonia

situada na KM 63 da BR-174, municipio de Manaus. A outra espécie trabalhada foi a H.

marginata, coletada as margens do Alto Solimdes, no municipio de Benjamin Constant que

apos a limpeza e tratamento dos rizomas foi plantada em vaso na casa de vegetacdo do Centro

de Biotecnologia da Amazénia-CBA e, posteriormente, plantada em area de jardim deste

centro.

4.2. Coleta de Material

a) Apices Florais

O material utilizado para o estabelecimento in vitro constituiu-se da bractea apical

da inflorescéncias da espécie H. rauliniana selecionando-se 35 bracteas apicais para cada

fase de desenvolvimento da inflorescéncia sendo T1 com todas as bracteas fechadas, T2 com

duas abertas e T3 com quatro abertas.
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b) Embrides

O material utilizado foram os frutos maduros de H. marginata, os quais deram

origem as sementes e posteriormente o resgate de embrides (Fig. 3 A, B, C e D).

AT B » | : - =

Figura 3 - Planta matriz (A), flor (B), frutos (C) e sementes (D) de Helicbnia marginata (Gringgier) Pittier
4.3. Desinfestacdo dos explantes

a) Apices Florais

No laboratério, foram retiradas as brécteas das inflorescéncias coletadas. A assepsia
consistiu-se em lavagem das bracteas em &gua corrente e detergente neutro, com o auxilio de
uma esponja. Apo6s a limpeza, as bracteas florais foram colocadas em uma bandeja de pléastico
contendo 800 ml de agua e trés gotas de detergente. Em seguida foram lavadas com agua
destilada esterilizada e levadas para camara de fluxo laminar, onde ocorreu o processo de
retirada dos apices, até atingirem o tamanho que variou de 9 a 12 mm. Os &pices florais foram
imersos em solugdo de dgua e um produto de hipoclorito de sédio (com 2,5 % de cloro ativo),
na proporOcéo de 2:1, contendo 0,1 % de Tween 80, por aproximadamente 30 minutos. Apos

o tratamento asséptico, os apices foram lavados com agua destilada esterilizada por 4 vezes.

b) Embrides
As sementes, ap0s serem retiradas dos frutos, foram lavadas em agua corrente com o
auxilio de uma esponja com detergentes neutros e colocados em frascos de 200 ml contendo

100 ml de agua e trés gotas de detergente neutro, por 4 horas. Em seguida, o material foi
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lavado enxaguado e levado a camara de fluxo laminar e imerso em solucdo de agua e
hipoclorito de sodio (2 ,5 % de cloro ativo), na proporcéo de 2:1, contendo 0,1 % de Tween
80, por aproximadamente 30 minutos. Apds o tratamento asséptico, as sementes foram

enxaguadas em agua destilada esterilizada por 4 vezes.

4.4. Introducéo de Explantes em Meio de Cultura
O processo de introducdo dos explantes in vitro, foi realizado em camara de fluxo

laminar, sob condicdes assépticas, utilizando-se de bisturi e pinca devidamente flambada.

4.4.1. Apice Floral

Apds a assepsia, foram feitos os cortes isolando os apices florais constituidos de uma
ou duas bracteas, envolvendo o meristema e um segmento de raquis de 2,0 cm. Os cento e
cinco apices florais foram introduzidos em meio de cultura de MS (Murashige & Skoog,
1962), semissolido (2,0 g.L™ de phytagel), com sacarose (30 g.L™), sem reguladores de
crescimento, acrescido de 300 mg.L™ de antibidtico, Cefotaxima (ap6s a autoclavagem do
meio de cultura), pH ajustado para 5,8 e incubados na BOD sob a temperatura de 26 °C

(Fig.4 A, B, C).

Figura 4 - Processo de preparagdo: retiradas das bracteas (A), e apice floral
(B) e introducéo dos explantes (C) de Heliconia rauliniana in vitro
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4.4.2 Embrides

Os embrides foram extraidos, conforme a metodologia de Torres (2005), com a
compressdo da semente (Fig. 5A e 5B), utilizando a parte mediana de uma pinca e forcando
mecanicamente a expulsdo do embrido pela micropila. Apos a retirada dos embrides, estes
foram introduzidos em dois meios de cultura: 1° MS acrescido de BAP (3,0 mg/L™) +
antibiético Cefotaxima (300 mg.L™ ) e o 2° MS + Acido Giberélico (0,1 mg.L™") +
antibiético Cefotaxima, (300 mg.L™), ambos contendo 30 g.L™ de sacarose, 2,0 mg.L™ de
phytagel e pH ajustado a 5,8 (Fig. 5C). Apds a inoculacéo, os explantes foram incubados em
BOD sob a temperatura de 26 °C permanecendo no escuro por 30 dias. A avaliagdo dos
explantes quanto ao nivel de contaminacdo e desenvolvimento destes foi realizada aos 30

dias.

Figura 5 - Processo de preparagdo: abertura do opérculo (A), resgate do embrido (B) e
introducdo de explantes (C) de Heliconia marginata in vitro

4.5. Estabelecimento e Multiplicagdo
a) Apices florais
Apds a incubacdo dos explantes na BOD por 30 dias, o estabelecimento e o primeiro
subcultivo, os explantes foram transferidos para um novo meio de cultura, com a mesma
composicdo sem reguladores de crescimento (Fig. 6A, 6B, 6C e 6D). Nos subcultivos
subsequentes, a partir do segundo subcultivo, o0 meio de cultivo utilizado foi o MS

suplementado com os reguladores de crescimento BAP (3,0 mg.L™"; 3,5 mg.L™ e 4,0 mg.L™)
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e IBA (0,1 mg.L™), (Fig.6 E, F). Estes foram mantidas em sala de crescimento a 24 + 1 °C,
2.000 lux e fotoperiodo de 16 horas. Os subcultivos foram realizados a cada quatro semanas,
nas mesmas condi¢des de temperatura e fotoperiodo citados anteriormente. Nos intervalos dos
sucessivos subcultivos, os apices florais foram avaliados quanto a ocorréncia de
contaminacdes, oxidacdo dos tecidos e desenvolvimento de brotacdes. Os subcultivos foram

realizados até o 9°, inicio da fase de enraizamento.

Figura 6 — Subcultivos (A, B e C), diferenciacdo (D) e desdiferenciacdo (E e F) na
multiplicaco in vitro de Heliconia rauliniana

b) Embrido

Ap0s trinta dias de incubacdo em BOD foi realizada a avaliacdo quanto ao nivel de
contaminacéo e desenvolvimento destes explantes (Fig.7A e 7B ) e transferidos para um novo
meio de cultura de MS suplementado com BAP (3,0 mg.L™?; 35 mg.L? 4,0 mg.L™) e IBA
(0,1 mg.L™). As culturas foram mantidas em sala de crescimento a 24 + 1 °C, 2.000 lux e
fotoperiodo de 16 horas. Os subcultivos foram realizados a cada quatro semanas (Fig.7C), nas

mesmas condicGes de temperatura e fotoperiodo citados anteriormente (Fig. D). Nos
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intervalos dos sucessivos subcultivos, os explantes foram avaliados quanto a ocorréncia de
contaminacdo, oxidacdo dos tecidos e desenvolvimento de brotacdo. Os subcultivos foram

realizados até o 9° subcultivo, inicio da fase de enraizamento (Fig. 7E)

Eb. H.marginata
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Figura 7 - Estabelecimento (A e B) e multiplicagéo (C, D e E) in vitro de Heliconia marginata

4.6. Enraizamento e Aclimatizacao

a) Enraizamento

Apo6s o0 9° subcultivo, as plantulas foram retiradas dos frascos, lavadas em agua
corrente para eliminar o excesso do meio de cultivo e transferidas para 3 bandejas plasticas
contendo cada uma 48 células, totalizando 144 pléntulas por espécie. O substrato utilizado
foi o PLANTMAX (Horticultura) esterilizado. e levadas a casa de vegetacdo para 0
enraizamento. O periodo para a avaliagdo foi a0 mesmo tempo em que ocorreu a
aclimatizacdo (60 dias). Esse mesmo processo ocorreu para ambas as espécies trabalhadas:

tanto para as plantulas originadas de H. rauliniana, como para as plantulas de H. marginata.

b) Aclimatizacéo

O processo de preparo para aclimatizagdo das plantulas ocorreu a0 mesmo tempo com
a fase de enraizamento. As mesmas plantulas foram utilizadas nas duas fases, enraizamento e
aclimatizacdo, é a fase final da micropropagacéo.

As plantulas foram lavadas, & casa de vegetacdo em bandejas de plasticos de 48

células, contendo substrato esterilizado PlantMax (Horticultura), com sombreamento de 70 %
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e sistema de nebulizacdo. ApoOs oito dias as plantulas foram transferidas para casa de

vegetacdo permanecendo até os 60 dias. O parametro avaliado foi a taxa de sobrevivéncia.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Cultura de Tecidos

Nos estabelecimentos preliminares das culturas in vitro das espécies de heliconias
estudadas neste trabalho quando se utilizou explantes de apices caulinares, os procedimentos
mostraram-se inadequados, os indices de oxidacdo e contaminacdo bacteriana foram
observados 100%. Desta forma buscaram-se novas alternativas, utilizando embrides segundo
metodologia utilizada por Torres (2005) e inflorecéncia (ponteiros) ou apice floral da bréactea

apical.

5.1.1. Micropropagacao de Heliconia rauliniana

Apbs a introducdo e estabelecimento dos explantes in vitr das espécies utilizadas no
pré-experimento observou-se que a contaminacdo e oxidacdo tiveram sua fase critica nos
primeiros 30 dias (Tab. 2) e, somente os explantes originados de inflorescéncia na fase T1 da
espécie H. rauliniana (Fig.8 A e 8B) apresentou sobrevivéncia em 5,7 % (Tab. 3). Estes
resultados comprovam a dificuldade relatada por Nanneti (1994); Guamantica (1998);
Rodrigues (2005); Santos (2005) e Nakano (2008). Outro resultado importante a ser
observado foi quanto a fase da utilizacdo das bracteas. Os explantes originados das bracteas
totalmente fechadas apresentaram o menor indice de contamina¢do quando comparadas com
as demais fases (8,6%), E evidente que a contaminac&o por microrganismos endofiticos é um
dos maiores obstaculos no processo de desenvolvimento de protocolo para as espécies de
heliconia como afirma Souza (2007). Embora muitos estudos estejam sendo realizados, como
os de Albuquerque (2006), utilizando-se diferentes concentracfes do dleo essencial de Lippia
gracilis identificados no controle da agdo de microrganismos no meio de cultura de alguns
hibridos de Heliconia.

Observando estes resultados também pode ser verificado alto indice de oxidagdo em
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todas as fases utilizadas das bracteas (T1, T,, T3), confirmando a preocupacao de Alloufa et al.
(2002); Sato et al. (2001); Teixeira (2005), quanto ao problema de oxidacdo na
micropropagacdo. Os resultados apresentados neste trabalho observam-se a necessidade de
novos testes serem realizados na busca de melhor solu¢do quanto a desinfestacdo de explntes
dessa espécie, como por exemplo, outros tipos de antibidtcos, combinacdes entre eles,
modificagdes no meio de cultivo e outros.

O processo de multiplicacdo ocorreu a partir do segundo subcultivo (Fig. 8C) com
dois explantes que resultou na obtencdo de 362 plantulas no 9° subcultivo, durante esse
periodo de multiplicacdo o indice de contaminacdo foi de 6,2%.

A melhor combinacdo avaliada no processo de multiplicacdo foi 0 meio de MS
combinado com BAP (3,0 m.L™), IBA (0,1 mg.L™), que resultou na reverséo do apice floral
em apice vegetativo e posterior formacdo de brotacdes. A partir do terceiro subcultivo (16
semanas apos a introducdo in vitro) foi possivel observar a rediferenciacdo do meristema
floral em vegetativo, com o lancamento da primeira folha por entre a bractea, ainda com
fragmentos dos verticilos florais (Fig.8D). Apds 24 semanas observou-se 0 apice vegetativo
com as estruturas masculinas e femininas desenvolvidas (Fig. 8E a 8G). Ao final de 28
semanas da introdug@o ou sexto subcultivos, iniciaram-se as primeiras brotagdes, originadas
do &pice vegetativo regenerado, e também a auséncia dos verticilos florais (Fig. 8H).

Estes resultados indicam que, provavelmente, outras combinagbes com vitaminas,

sais e reguladores de crescimento devem ser avaliadas para a viabilizacéo plena dessa técnica.
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Figura 8 — Desenvolvimento do &pice floral de H. rauliniana in vitro apds 4
(A), 8 (B) e 12 (C) semanas de inoculacdo; apice vegetativo, originado de
apice floral, ap6s 16 (D), 20 (E) e 24(F) semanas de inoculagdo; detalhe das
estruturas dos verticilos florais (G) e &pice vegetativo com inicio das
brotacBes apds 28 semanas da inoculacdo (H). AF (&pice floral); AV (&pice
vegetativo); VF (verticilos florais); Bt (brotagdes).
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Tabela 2 — Contaminacéo, oxidacéo e sobrevivéncia de apices florais de H. rauliniana (1), H. rostrata (2), H. chartacea cv47 Sexy Pink (3) H. orthotricha cv Total eclipse
(4), ap6s 30 dias de cultivo in vitro.

1 2 3 4

Tratamentos T1 T2 ] T3 Tl [ T2 | T3 Tl | T2 | T3 T1 | T2 | T3
cl|o]s|cJo]s[c]o]s]cJo[s][c]o[s]cJo]s]c]o][s]c]o][s]c]Jo]s]c]J]o]s]c]o]s]cC

Controle 1 4]o] 2[3Jof[4]1]ola1fo]l3][2]o[3[2]ofJo]3]o]1][3[o]2[3]Jo[1]4]0o[3]3][0]4

1,0mg/L BAP 1 4]o] 2[3]Jofs5]ofJo[s5]ofo]3]2]Jo[3[2]Jo[1]e6]oJ1]5[o]2[3]Jol1]4]0o[3]1]0]5

1,0mg/L BAP +

0,05mg/L IBA 0|5]0 ]2 |3|o4[1]|0|4]|2]|0]3 0|2 ]3|ojo|5|0ojJo|5]|0|3|2|0o]o|5]0]|3]|2]0]S5

3,0mg/L BAP o|5}]0(1,4/0 4|1/0]4]2]0]4|]1]|]0|3]2|0]O]S5]|0jO0]5]0]3]2]0]1|]4]0]3]2]0]5

3,0mg/L BAP +
0,05mg/LIBA+ | O | 3 | * )| 1 |4 |0/ 4|1|/0|4)|2|0|5|]0|0|5|0|0|]O|5(|0|O0O|5|0|4]1]|0|2|3]|]0]2]|]3 0] 4
300 mg.L™" CEF.

5,0mg/L BAP 0] 5 0 2 3|0/ 4|1/0|4]1|0|2)|3|0|5|]0]|0|0O]5]|0|1]4]0]2|3]|]0]1|4]|0]|3]|]2]|0]014
5,0mg/L BAP +

0,05mg/L IBA 1] 4 0 2 3]0/3)]2)]0|3}|2|0|2|3|0]3]2]|0|l0O]5|0fj0]5>5]|]0]3]2]|0]J]1]|4]0]2]|3]|0]3
Total 3 /3] 2 |12 |23|/0/28|7|0]28]7]|0]22]13/]0])24)]11]|0|1|34)0]3|32|0|19|16|0]|7]28|0|19|16]|0]30

*Dois (2) explantes sobreviveram (5,7% de sobrevivéncia)
C=Contaminados; O=Oxidados; S=Sobrevivéncia; CEF=cefotaxima
T,-Todas as bracteas fechadas;

T,=Duas bracteas abertas;

Ta-Quatro bracteas abertas
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Tabela 3 - Percentagem de contaminacdo, oxidacdo e sobrevivéncia de explantes apice floral Heliconia
rauliniana ap6s 30 dias de cultivo in vitro

Espécie Explantes Tratamento Contaminacdo | Oxidacdo | Sobrevivéncia
(apice floral) (%) (%) (%)
MS+BAP(3, 0 mg.L™ 8,6 85,7 5,7
35 (Ty +
Cef (300mg.L™?)
35 (Ty MS+BAP(3, 0 mg.L™ 34,3 65,7 0,0
+
H. rauliniana Cef (300mg.L™)
35 (Ty MS+BAP(3, 0 mg.L* 80,0 20,0 0,0
+
Cef (300mg.L ™)
105/3 122,9/3 171,4/3 5,7/3
Média 40,1 57,1 19

T,-Todas as bracteas fechadas; T,=Duas bracteas abertas; T5-Quatro bracteas abertas

5.1.2. Micropropagacao de Heliconia marginata

Os resultados obtidos quanto ao estabelecimento de embrides da H. marginata,
apresentaram sobrevivéncia de 70,0 % quando introduzidos em meio de MS suplementado
com BAP (3,5 mg.L™") + antibiético Cefotaxima (300 mg.L™) e 76,7 %, em meio de MS +
AG; (0,1 mg.L™) + Cefotaxima (300 mg.L™) (Tab.4), confirmando os resultados obtidos por
Aguiar et al (2004). Quanto aos explantes introduzidos em meio de MS sem adigdo de
antibidtico, a contaminacdo foi de 90 % e 10 % oxidacdo, ndo tendo sido observado
sobrevivéncia. Isto permite supor que esses microrganismos sdo enddgenos e, sugere-se que
mais estudo venha a ser realizados quanto ao processo de desinfestacdo e de identificacéo
desses microrganismos. A identificacdo torna-se necessaria, para aplicacdo de melhor
estratégia de estabelecimento in vitro dessas espécies de interesse econdmico, que vai desde a
escolha do tipo mais viavel de explante até a melhor combinacéo de antibioticos e, ou uso de
técnica mais apropriada no controle dos endofiticos.

Quanto a multiplicacdo, a brotacdo ocorreu a partir do terceiro subcultivo, obtendo-

se a média de trés brotacGes por explantes e, até o0 10° subcultivo o nimero de 1206 plantulas,
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com percentual médio de contaminacdo durante todo o processo de 10,9 %. O meio de cultivo
que melhores resultados apresentaram foram o meio de MS suplementado com diferentes

concentracdes de BAP (3,0 mg.L™; 3,5 mg.L ™ e 4,0 mg.L™) + IBA (0,1 mg).

Tabela 4 - Percentagem de contaminacao, oxidacdo e sobrevivéncia de embrides Heliconia marginata apés 30
dias de cultivo in vitro

Espécie Explantes Tratamento Contaminacao Oxidacéo Sobrevivéncia
(embri&o) (%) (%) (%)
MS+BAP(3,5mg.L-Y)
30 + 23,3 6,7 70,0
H. marginata Cef(300mg.L™?)
MS+AG3(0,1mg.L™Y)
30 + 10,0 13,3 76,7

Cef(300mg.L™?)

30 MS 90,0 10,0 0,0

5.2. Aclimatizacdo

Os resultados apresentados, ap6s 60 dias em casa de vegetacdo com sombreamento
de 70%, sob sistema de irrigacdo por nebulizacdo e aspersdo foram 67 % e 86 % de
sobrevivéncia das plantas de H. rauliniana e H. marginata respectivamente. Estes resultados
estdo de acordo com os relatados por Rodrigues, (2005) sobre aclimatizacdo de H. bihai e
Santos et al, (2004) na aclimatizacdo de helicdnias psitacorum. Estes resultados nos permitem
inferir de que a aclimatizacao de plantulas micropropagadas ndo esta diretamente relacionada
somente com o tipo de substrato, mas, também dependem de outros fatores, como
sombreamento, temperatura, suprimento de dgua, nutrientes e as trocas gasosas entre as raizes
e 0 ar atmosférico.

As plantas resultados desse trabalho mostraram-se adaptadas, apresentando

visivelmente crescimento na altura, diametro e nimero de folhas (Fig.9A e 9B).



Figura 9 - Plantas de Heliconia rauliniana (A) e Heliconia marginata (B)
aclimatizadas (apds 60 dias em casa de vegetagdo)
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6. CONCLUSAO

w

Diante dos resultados obtidos pelo presente trabalho permitem concluir que:

Para o estabelecimento in vitro da espécie H. rauliniana houve dificuldade devido o
alto grau de contaminacéo aliado a alta percentagem de oxidacgéo;

Independente do tipo de meio utilizado, os explantes que apresentaram indice de
sobrevivéncia foram os apices florais de H. rauliniana originados da inflorescéncia

com todas as bracteas fechadas;

A multiplicacdo de explantes do apice floral que apresentou melhores resultados foi

em meio de cultivo MS + 3,0 mg.L™" de BAP + 300 mg.L™ de Cefotaxima que
resultou na reversdo do apice em apice vegetativo e posterior formacédo de brotacdes;
Para os explantes provenientes de resgate de embriGes de H. marginata, o indice de
sobrevivéncia mais elevado ocorreu em meio de cultivo MS + MS+AG3(0,1mg.L™* +
Cefotaxima (300 mg.L™);

A contaminacdo dos explantes de resgate de embrides da H. marginata aliada ao
processo de oxidacdo sem a utilizacdo do antibidtico cefotaxima comprometeu a
sobrevivéncia em 100%

Para as duas espécies, independentemente dos tipos de explantes a serem utilizados,
torna-se indispensavel a utilizacao de antibidtico para o controle de contaminacao;
Para a multiplicacdo dos explantes de H. marginata originados de resgate de
embrides, os melhores resultados apresentados foram em meio de MS suplementado
com BAP (3,0 mg.L"; 35 mg.L ™" e 4,0 mg.L™) + IBA (0,1 mg);

A aclimatizacéo, tanto de H. rauliniana como de H. marginata, o substrato Plant
Max® Horticultura aliado ao controle de sombreamento e irrigacdo proporcionou uma

taxa de sobrevivéncia de 67 % e 86% respectivamente.
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CAPITULO II

EFEITO DE MICRORGANISMOS ENDOFITICOS NO

CRESCIMENTO DAS PLANTAS.
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1. INTRODUCAO

A biodiversidade vegetal em paises de clima tropical e subtropical como o Brasil é
grande e 0s microrganismos representam umas das fontes de recursos naturais, podendo ser
utilizados para o entendimento da natureza de varios processos vitais e problemas
relacionados a saude e a producdo industrial.

Apesar da importancia dos microrganismos, 0 numero de grupos microbianos
conhecidos e descritos representa apenas uma pequena fracdo da diversidade microbiana
encontrada na natureza. Um grande numero de fatores pode ser apontado para a dificuldade
no cultivo de microrganismo, entre eles o0 pouco conhecimento sobre seus requisitos
nutricionais e a biologia de organismos presentes em diferentes amostras ambientais. Em
condicdes tropicais, muito pouco tem sido pesquisado sobre endofiticos, ficando evidente a
importancia desses estudos em nosso meio, o que justifica a necessidade do desenvolvimento
de trabalhos em nossas condi¢des (AZEVEDO, 1992).

Microrganismos endofiticos, geralmente fungos e bactérias, vivem sistematicamente
no interior das plantas, sem causar dano a seus hospedeiros. Apesar de devidamente
comprovada a existéncia da microbiota endofitica, pouco se sabe sobre sua identidade,
diversidade e niveis populacionais nos diferentes tecidos. As bactérias endofiticas
provavelmente desenvolveram intima relacdo com sua planta hospedeira através de processos
coevolucionarios e podem influenciar a fisiologia da planta de alguma forma ainda ndo
elucidada (MISAGHI & DONNDELINGER 1990 apud PROCOPIO, 2004).

O estudo dos microrganismos endofiticos é de grande importancia devido a falta de
informagdes para a elucidagdo da base biologica das interagdes endofitos-plantas e, também
por serem potencialmente vantajosos em diversos aspectos, tais como: controle de pragas;
controle de fito patdgenos; producdo de metabdlitos de interesse farmacologico; promocao de

crescimento vegetal e como vetores para a introducao de genes em plantas hospedeiras.
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Estes microrganismos sdo capazes de produzir alteracGes fisiologicas e muitos outros
efeitos nos vegetais que os albergam, como por exemplo, alguns efeitos de fungos
Acremonium sp em gramineas quanto ao controle biolégico de lepiddptero; Xylaria spp
qguanto aos efeitos fisioldgico nas plantas como quedas de folhas; Taxomyces andreanne,
como a producao de farmacos, o taxol, originado da planta Taxus brevifolia

Entretanto, poucos estudos foram feitos em relacdo aos enddfitos em plantas
hospedeiras tropicais, entre essas podemos citar os trabalhos com: Palmeiras (RODRIGUES
& SAMUELS, 1990); (RODRIGUES, 1994; RODRIGUES, 1996; Stylosanthes sp.
(PEREIRA et al, 1993); Musa sp. (PEREIRA, 1993); Citrus sp. (GLIENKE, 1995, ARAUJO,
1996); milho (PAMPHILE, 1997; CERIGIOLI, 2005).

O objetivo deste estudo foi o isolamento, a identificacdo e avaliacdo dos efeitos dessas
bactérias endofiticas na promocéo de crescimento das mudas micropropagadas de Heliconia

rauliniana e Heliconia marginata.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Microrganismos endofiticos e sua importancia

Os microrganismos endofiticos habitam o interior das plantas e sdo encontrados em
folhas, ramos, raizes e sementes, sem causar doencas as plantas e sem produzir estruturas
externas visiveis (Azevedo et al., 2000). A comunidade endofitica €& constituida
principalmente por fungos e bactérias. Apesar de devidamente comprovada a existéncia da
microbiota endofitica, pouco se sabe sobre sua identidade, diversidade e niveis populacionais
nos diferentes tecidos. As bactérias endofiticas provavelmente desenvolveram intima relacéo
com sua planta hospedeira através de processos coevolucionarios e podem influenciar a
fisiologia da planta de alguma forma ainda ndo elucidada (MISAGHI & DONNDELINGER
1990 apud PROCOPIO, 2004).

Provavelmente todas as plantas possuem microrganismos endofiticos. Uma mesma
planta pode albergar varios deles incluindo fungos e bactérias. Em geral, existem espécies
bastante frequentes em um determinado hospedeiro. Sdo chamadas de espécies dominantes,
em contraposi¢do a outras mais raras que sao as secundarias (AZEVEDO, 1998).

Ultimamente tem-se investido em pesquisas, objetivando disponibilizar fontes
alternativas de nutrientes as plantas, e em metodologias alternativas de controle de patdgenos,
com enfoque no uso de microrganismos endofiticos (KUSS et al., 2007; BARROSO &
NAHAS, 2008; RYAN et al., 2008; LUCON et al., 2009).

Bactérias endofiticas (BE) sdo aquelas que podem ser isoladas e extraidas do interior
das plantas, sem causar aparentemente dano a seus hospedeiros, ou seja, prejuizo visivel a mesma.
Desde 1940 foram publicados varios relatos sobre BE nativas em sementes, Ovulos,
tubérculos, raizes, caules, folhas e frutos (Hallmann et al.,1997). Tem havido crescente
interesse nos estudos sobre a ocorréncia, o potencial de colonizacao e a utilizacéo de bactérias

endofiticas para promocdo de crescimento e controle bioldgico de doengas de plantas
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(Hallmann et al.,1997; Amorim & Melo, 2002; Shiomi et al., 2008). Pesquisas indicam que as
bactérias endofiticas normalmente ocorrem na rizosfera, e tém maior eficiéncia do que
bactérias colonizadoras da rizosfera na promocao do crescimento, absorcdo de agua e na
supressdo de microrganismos deletérios, em razdo de se encontrarem no interior do sistema
radicular (AMORIM & MELO, 2002; SANTOS et al., 2005).

O estudo dos microrganismos endofiticos € de grande importancia devido a falta de
informacdes para a elucidacdo da base bioldgica das interacfes enddfito-planta, e também por
serem potencialmente vantajosos em diversos aspectos, tais como: 1) controle bioldgico de
pragas; 2) controle de fitopatdgenos; 3) producdo de metabdlitos de interesse farmacoldgico;
4) promocdo de crescimento vegetal, 5) vetores para introducdo de genes em plantas
hospedeiras; 6) fixacdo biologica; 7) vantagens econémicas como a producdo de produtos

bioldgicos evitando o uso de produtos agroguimicos (CERIGIOLI, 2005).

2.2. Diversidade de bactéria endofiticas

Os microrganismos geram, somente pela sua utilizacdo em processos biotecnoldgicos,
bilhdes de dolares por ano, embora a biodiversidade seja a base genética da biotecnologia para
0 desenvolvimento de processos e produtos de interesse econémico e ou social, a preservacgao
da diversidade microbiana é pouco considerada (BULL et al., 2000),

H& muito anos a diversidade genética e metabdlica dos microrganismos tem sido
explorados para utilizacdo nos diversos segmentos da indudstria, como na agroindustria,
microrganismos s&o utilizados para diversos fins: aumento de fertilidade do solo
(mineralizacdo e solubilizacdo de nutrientes); controle biolégico de insetos e patdgenos
(Bacillus thuringiensis), promocdo de crescimento em plantas; producdo de antibioticos,
hormdnios, aumento da disponibilidade dos nutrientes; fixagdo biologica de nitrogénio (Melo

2002). O estudo da diversidade microbiana é de grande importancia, pois pode indicar
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perturbacdes no ambiente, podendo inclusive ser utilizado como indicador de qualidade do
solo (JOHNSON et al., 2003).

A diversidade bioldgica é definida como a variabilidade entre organismos Vivos,
geralmente atribuidos a diversidade de espécies. No entanto, ela pode ser medida em varios
niveis taxonémicos (familia, género, intra espécie etc.) ou ainda, em termos de determinadas
caracteristicas genéticas ou fenotipicas (morfologicas, bioquimicas, fenologicas, simbioticas),
(MOREIRA & SIQUEIRA, 2000).

Os géneros mais comumente isolados incluem: Bacillus, Burkholderia, Enterobacter,
Erwinia, Pseudomonas e Xanthomonas (Hallmann et al., 1997). Zinniel et al., (2002)
identificaram pela primeira vez a natureza endofitica da bactéria Microbacterium testaceum
em varias plantas hospedeiras.

O numero de espécies de bactérias endofiticas isoladas de uma determinada planta esta
diretamente associado a parte do hospedeiro que é utilizada no isolamento. Lambe et al.,
(1996) relataram que as populagdes bacterianas sdo maiores nas raizes diminuindo no caule e
folhas.

Diferencas nas flutuacbes populacionais de bactérias endofiticas tém sido associadas
ao genotipo das plantas, as condi¢cbes ambientais e aos seus locais de origem. Mocali et al.,
(2003) observaram que as bactérias do grupo Bacillus e do género Curtobacterium foram
mais freqlientes em raizes de olmo nos meses mais quentes, enquanto Pseudomonas sp foi
mais isolada nos meses frios.

A evolugdo das metodologias de biologia molecular aplicadas ao estudo do meio
ambiente tem contribuido significativamente para um grande avanco do conhecimento sobre a
diversidade microbiana e, consequentemente a aplicacdo destas metodologias no estudo da
diversidade de bactérias, tem permitido a descoberta de um nimero extenso de novas linhas

evolutivas nesse grupo. De acordo com Hugenholtz e Pace, (1996), Hugenholtz et al., (1998),
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métodos independentes de cultivo tendem a completar os método baseados em isolamento e
cultivo para a realizacdo de levantamentos e comparagdes da composicdo, diversidade e
estrutura de comunidades microbianas.

Resultados de estudos dependentes e independentes de isolamento e cultivo, baseados
em amplificacdo e sequenciamento de fragmentos dos genes 16S rRNA demonstram que a
diversidade de microrganismos em amostras ambientais é ampla (HEAD & SAUNDERS,
1998; HUNTER-CEVERA, 1998).

Dentre as técnicas mais utilizadas para aplicacdo baseada em acidos nucléicos sdo:
mapa de restricdo, hibridizacio DNA-DNA ou DNA-RNA; sequencias de subunidades do
rRNA; RAPD (*Random Amplified Polymorphyc DNA*); ARDRA (*Amplfied Ribosomal
DNA Restriction Anlaysis); RISA (*Ribosomal Intergenic Spacer a Analysis.) DGGE
(*Denaturing Gradiente Gel Eletrophoresis*) (Elsas et al 1998; Ranjaro et al, 2000) apud
Procépio (2004) e comparacdo de sequencias nucleotidicas de seus genomas.

Atualmente as ferramentas de biologia molecular tém sido utilizadas para dar suporte
as técnicas basicas de microbiologia, visando aprofundar o conhecimento taxonémico sobre
0s microrganismos. A diversidade microbiana de bactéria € estudada com base na sequéncia
de DNA do gene 16S ribossomal, para os fungos a regido ITS, utilizando a PCR “Polimerase
Chain Reation”. Estes produtos de amplificacdo podem ser caracterizados por técnicas
moleculares tais como: ARDRA, RFLP, RAPD, RISA, DGGE/TGGE e SSCP para obtencéo
de um perfil de comunidade microbiana (Ziller, 2004) citado por BOA SORTE (2009).

Os beneficios cientificos esperados a partir de um melhor entendimento sobre a
diversidade microbiana séo extensos. Entre eles estdo a compreensdo das funcbes exercidas
pelas comunidades microbiana nos ambientes e o conhecimento de suas interagdes com outros
da biodiversidade, como por exemplo, as plantas. Neste aspecto, varias pesquisas tém

explorado a diversidade de bactérias associadas as plantas, obtendo-se novas informacoes
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para 0 conhecimento de mecanismos envolvido na interagdo bactéria-planta (CERIGIOLI,

2005).

2.3. Isolamento de microrganismos

Embora os microrganismos endofiticos possam ser encontrados em sementes, mas sua
penetracdo ocorre também por aberturas naturais ou artificiais, como: estbmatos, regido de
emissdo de raizes secundarias, ferimentos causados por instrumentos agricolas,
microferimentos nas raizes ocasionados pelo atrito destas com as particulas do solo. Apés a
penetracdo estas bactérias e fungos se disseminam de maneira sistémica para diversas partes
da planta, habitando de forma ativa o apoplasto, vasos condutores e em alguns casos ocorre a
colonizacdo intracelular (HALLMANN et al, 1997).

Os microrganismos endofiticos convivem com os epifiticos e patogénicos, entdo o
isolamento dos mesmos deve ocorrer a partir do interior de tecidos e 6rgaos sadios, evitando
assim 0s microrganismos patogénicos. Dessa forma a desinfeccdo deve ser feita da superficie
do fragmento da planta eliminando-se os microrganismos epifiticos. No entanto, existe uma
série de procedimentos utilizados para o isolamento de endofiticos (Aradjo et al, 2002). Mas,
0s autores mencionam ainda que, a quantificacdo das espécies e géneros de microrganismos

isolados é um procedimento auxiliar na distingdo entre endofitos e ndo endofitos.

2.4. Promogao de crescimento vegetal

Microrganismos endofiticos tém apresentado a capacidade de estimular o crescimento
das plantas por mecanismos diretos (fixacdo de nitrogénio, e ou producédo de fitohormdnios) e
por mecanismos indiretos (antagonismo contra patdgenos ou resisténcia a drogas). O

mecanismo de promocéo de crescimento vegetal por bactérias € um processo complexo que



60

pode ser influenciado por diversos fatores bioticos e abidticos (BLOEMBERG &
LUGTENBERG, 2001).

Gomes et al (2003) avaliaram isolados bacterianos epifiticos e endofiticos obtidos de
plantas sadias de alface, para promocao de crescimento de mudas e plantas, respectivamente
em estufa e campo de cultivo organico. Os mecanismos de acdo de Bactérias Promotoras de
Crescimento das Plantas (BPCP) analisados foram producdo de acido indol acético, acido
cianidrico, solubilizacéo de fosfatos e alterac6es dos teores foliares dos macronutrientes, N, P,
K, Ca e Mg. Em estufa, as mudas apresentaram aumento significativo em relacdo a
testemunha para matéria fresca das raizes (MFR), parte aérea (MFPA) e Total (MFT) quando
utilizou o isolado C116 e para MFR e MFT com o isolado C25. No campo, ndo houve
promocdo no crescimento nas plantas das cultivares Verdinha e Verdnica, tratadas com C25 e
C116 separadamente ou misturadas. Os mecanismos de acdo analisados foram verificados
apenas elevacdo significativa (P=0,05) do teor foliar de N pelo isolado C25.

Varios trabalhos, abordando a forma de ocorréncia de bactérias endofiticas,
empregando métodos e técnicas mais aperfeicoadas de estudo e anélise foram realizados,
como de Jacobs et al. (1985), onde os autores enumeraram, localizaram e caracterizaram
bactérias endofiticas de raizes de beterraba acucareira utilizando técnicas imunoldgicas e
microscopia eletronica de varredura e, desta forma, verificando um aumento na populacao de
bactérias nas regides centrais e periféricas da raiz. Os autores sugeriram que as regies de
maior ocorréncia constituem uma rota de colonizacdo das bactérias. Os mesmos autores
relataram ainda a ocorréncia de um grande nimero de diferentes espécies dentre elas: Bacillus
subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Corynebacterium sp, Erwinia herbicola e bactérias ndo
patogénicas estabelecendo uma relacdo simbiotica intracelular em raiz de plantas de

beterraba.
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2.5. Fixacao bioldgica de nitrogénio

O nitrogénio ¢é de importancia fundamental para todos os seres vivos e pode ser tao
limitante quanto a agua para o crescimento e produtividade das plantas. Existem trés formas
para tornar o nitrogénio disponivel para as plantas; descargas elétricas, fabricacdo de
fertilizante mineral e fixacdo bioldgica de nitrogénio atmosférico, esta € 0 processo mais
eficiente do ponto de vista econémico e ecologico (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).

A fixacdo biologica de N, é um processo complexo que requer a expressao de um
conjunto de genes denominados genes nif (*nitrogen fixation*), os quais codificam proteinas
envolvidas diretamente neste processo. O N, atmosférico é pouco reativo, somente algumas
espécies de microrganismos procarioticos possuem o complexo enzimatico, chamado
nitrogenase, necessario para transforma-lo em aménia, que € subsequentemente assimilada em
aminoéacidos e proteinas (Neves e Rumjanek, 1998, apud Cirigioli, 2005), a qual se constitui o
principal suprimento de nitrogénio nos sistemas vivos. A fixacdo € processada a uma enzima,
gracas a essa enzima conhecida como nitrogenase, a qual é capaz de promover a reacdo de
quebra dos atomos de nitrogénio a temperatura ambiente e pressdo normal, utilizando energia
de processo foto e quimiossintéticos, ou obtida a partir de carboidratos e armazenada sob
forma de ATP (Santos et al, 2008). E, o primeiro produto da fixacdo simbidtica do N, €
amonia (NH3) que, em contato com o substrato aquoso do citoplasma das bactérias, converte-
se, rapidamente, em ion aménio (NH,). Estudos relacionados com FBN (fixacdo bioldgica de
nitrogénio) tém sido realizados também na busca de solucdo para problemas tais como
aumento da eficiéncia de nodulagdo em milho (ALEXANDER & ZUBERER, 1988).

Bactérias diazotroficas tém a habilidade em converter nitrogénio atmosférico em
amonia, que pode ser utilizada pela planta e sobreviver em ambientes deficientes em
nitrogénio, podendo enriquecer seletivamente a rizosfera, local em que habitam como

organismos de vida livres ou associados assimbioticamente a plantas. No caso de
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Azzospirillum, tém sido observadas respostas positivas a inoculacdo em plantas, inclusive
quando cultivadas com altos niveis de nitrogénio, indicando que respostas da planta ndo sao
apenas devido ao N; fixado, mas pela producdo de outras substancias (DOBBLAERE et al.,
2003).

Knauth et al., (2005) detectaram muitas diferencas quanto a fixacdo de nitrogénio
entre cultivares de arroz ao avaliar a expressdo da enzima chave da FBN, a nitrogenase. Esta
pode ser uma explicacdo para as variagdes verificadas, ja que os isolados foram obtidos de
diversas cultivares de arroz. Contrapondo-se as afirmacGes acima, Mantelin & Touraine,
(2004) consideram que a fixacdo ativa de nitrogénio pelas bactérias ndo implica em
transferéncia do N fixado para planta, e Han & New (1998) verificaram em seus experimentos

gue a FBN em meio de cultura ndo se relacionou com alta fixac¢éo de nitrogénio em campo.

2.6. Producéo do hormonio vegetal auxina

A maioria das bactérias presentes no solo é capaz de produzir &cido indolacético (AlA)
podendo essa ser uma estratégia para a detoxificacdo do excesso de triptofano liberado pelas
raizes na rizosfera, aminoacido que pode ser deletério as células bacterianas.

A producdo de reguladores quimicos vegetais € um mecanismo de interacdo bactéria-
planta, sendo influenciado por vérios fatores como o genétipo do hospedeiro e do préprio
microrganismo. A producdo de AIA que aparentemente ndo funciona como hormoénio em
celulas bacterianas, pode ter evoluido devido a sua importancia na relacdo bactéria-planta
(PATTEN e GLICCK, 2002).

Em Azospirillum, o principal fitorménio produzido é uma auxina (AIA). Como em
outras espécies capazes da sintese de auxina, 0 isolamento de mutantes naturais
impossibilitados na capacidade de produzir auxina, reforcam a existéncia de varias vias

biossinteticas na producdo de AIA, além der ser potencialmente um gene de relevancia nas
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funcBes celulares. Sua capacidade de sintetiza-lo pode ser inclusive por uma via independente
de triptofano, muito comum aos vegetais e ndo em microrganismos (PRINSEN et al., 1993).
A deteccdo de auxinas pode ser realizada quantitativamente por uma reacao
colorimétrica especifica e sensivel, utilizando-se o reagente de Salkowski ou por um método
mais preciso, pela cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC ou CLAE) (Crozier et al.,
1988). Ja a deteccdo qualitativa pode ser realizada em membrana de nitrocelulose, utilizando

também o reagente de Salkowski.

2.7. Solubilizacéo de fosfato

O fosforo é o segundo nutriente essencial ao desenvolvimento vegetal, ficando atras
apenas do nitrogénio. No entanto, apesar dos teores de fosforo (P) no solo serem
relativamente elevados (400 a 1.200 mg/kg de solo), a concentracao de P soltvel, disponivel
para assimilacdo pelas raizes vegetais é muito baixa, normalmente 1 mg/kg de solo ou menos
(Oliveira, et al., 2003). A principal fonte de P para o solo sd@o minerais priméarios. Em segundo
lugar vem a matéria organica, que pode constituir 30 a 50 % do P do solo, este P orgéanico é
sintetizado principalmente por microrganismos e plantas. Diferentes bactérias dos géneros:
Pseudomonas, Bacillus, e Rhizobium como principais e outros como Burkholderia,
Achromobacter, Agrobacterium, Micrococus, Aereobacter, Flavobacterium e Erwinia. A
solubilizacdo de P também esta relacionada a fatores ambientais como niveis nutricionais e
interacdo com outros organismos do ambiente.

O principal mecanismo de acdo na solubilizacdo de P mineral é através dos acidos
organicos sintetizados por microrganismos, enquanto que, a solubilizacdo de fosfatos
organicos, também chamada de mineralizacdo, ocorre a partir de restos vegetais e animais
contendo elevados teores de compostos fosfatados e as principais moléculas fornecedoras de

P atraves da mineralizacdo sdo os &cidos nucléicos, fosfolipidios e agucarem fosfatados,
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facilmente degradados, e o acido fitico, polifosfatos e fosfonatos que sdo mineralizados mais
lentamente. Esta mineralizacdo € promovida por enzimas chamadas fosfatases ou
fosfohidrolases. Numerosas espécies saprofiticas realizam a decomposicdo da matéria
organica do solo, que liberam o radical ortofosfato da estrutura de carbono da molécula, por
processos de respiracao e sob forte influéncia de fatores ambientais. As principais moléculas
fornecedoras de P através da mineralizacdo sdo os acidos nucléicos, fosfolipideos e aclcares
fosfatados, facilmente degradados, e o é&cido fitico, polifosfatos e fosfonatos que séo
mineralizados mais lentamente. Esta mineralizacdo é promovida por enzimas chamadas
fosfatases, ou fosfohidrolases, classificadas em acidas ou alcalinas de acordo com o ph 6timo
de atividade (PEDRINHO, 2009).

Portanto, a capacidade das bactérias endofiticas em solubilizar fosfato inorganico tem
sido alvo de grande interesse por parte dos microbiologistas agricolas, por esta caracteristica

apresentar um grande potencial para promocéo de crescimento vegetal.

2.8. Microrganismos Endofiticos em Heliconias

As bactérias endofiticas sdo capazes de penetrar na planta via sementes, aberturas
naturais, ferimentos e ativamente através da producdo de enzimas. No entanto, antes de
penetrar precisam colonizar a superficie da planta, o que acontece na sequéncia adsor¢do
(interacdo fraca), aderéncia (interacdo forte) e colonizagdo epifitica, que precede a penetracéo.
Nesta fase epifitica, os isolados bacterianos competem por nutrientes e espaco com
organismos nativos, tais como outras bactérias, fungos fitopatogénicos e micorrizicos
(MARIANO, 2001 apud ASSIS, 2002).

Bactérias endofiticas podem ainda ser detectadas e identificadas nos tecidos de plantas
pela hibridizagdo do &cido nucléico in situ e auto-radiografia, microscopias eletrénicas de

varredura e transmissao (Assis, 2002), microscopia de epifluorescéncia (Shishido et al., 1999)
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e pelo método de coloracéo in situ com 2,3,5, bicloreto de trifenil tetrazolio (ASSIS, 2002).

O estabelecimento de explantes de heliconia tem sido dificultado devido as frequentes
contaminacdes bacterianas (Atehortua et al., 1999 apud Santos et al., 2005). A ocorréncia de
bactérias durante a micropropagacdo de heliconia ja foi registrada por Nannetti (1994) e
Atehortua et al. (1997) constituindo-se problema importante para o cultivo in vitro dessa
espécie ornamental.

E possivel que a ocorréncia de contaminacdo bacteriana na micropropagacdo de
helicbnia seja de natureza endofitica, pois, em geral, as condi¢bes de cultivo in vitro de
tecidos vegetais favorecem o crescimento de bactérias que normalmente habitam tecidos
internos sem causarem sintomas de doencas. Essas bactérias podem se multiplicar lentamente
e ndo serem detectadas até atingirem uma concentracdo maior, ou permanecerem Viaveis sem
se multiplicarem devido a limitacdo de nutrientes. Dessa forma, elas sdo subcultivadas e
transferidas para a progénie das plantas micropropagadas, agindo como fonte de
contaminagdo macroscopica se alteracbes ambientais ou fisioldgicas as favorecerem
(SANTOS 2005).

Na inoculacdo de explantes contaminados, principalmente por bactérias, Khalid et al.
(2004), Santos et al.(2005) relatam que pode haver competicdo pelos nutrientes do meio de
cultura.

Trabalhando com explantes de H. rauliniana, Rodrigues (2005) identificou a presenca
de dois géneros de bactérias, a Pseudomonas e Klebsiella, confirmando os relatos de
Atheortua (1997) e Dias & Rodrigues (2001) sobre os microrganismos observados no trabalho
com H. bihai. Em um segundo experimento, testou os antimicrobianos cloranfenicol,
cefotaxima e a associacdo cloranfenicol e cefotaxima em doses 50, 150, 250, e 500 mg.L™ em
meio MS, suplementado com 3,5 mg.L™" de BAP, como forma de controle das bactérias

endofiticas encontradas em H. rauliniana. Ap6s 50 dias de avaliagcdo, constatou que
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cefotaxima aplicada isoladamente, na dose de 500 mg.L™?, foi a forma mais eficiente de
controle dos endofiticos para esta espécie de helicbnia. O cloranfenicol, apesar do controle
efetivo dos endofiticos, apresentou-se inadequado ao cultivo in vitro, sendo citotoxico aos
explantes.

Os antibioticos amicacina, ampicilina, ceftriaxona sddica, garamicina e rifamicina em
quatro diferentes concentracGes foram utilizados por Souza (2005), objetivando controlar
microrganismo endofiticos no estabelecimento in vitro de meristema apical de H. rostrata.
Estes antibioticos ndo foram eficientes no controle de contaminacéo, além de exercerem efeito
fitotoxico inibindo seu desenvolvimento ou oxidando todos os explantes, como ocorreu com o

antibiotico rifamicina.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Isolamento de Microrganismos
3.1.1. Amostras vegetais

O material vegetal utilizado no presente trabalho foi coletado de plantas matrizes de H.
marginata no Centro de Biotecnologia da Amazonia — CBA e H. rauliniana no Sitio
Tucandeira situado no KM 63 da BR-174 (Amazonas), area de producdo de flores tropicais.

Para cada isolamento foram utilizadas as raizes das plantas de cada tratamento.

3.1.2. Isolamento bacteriano

Apbs a coleta, as raizes foram lavadas em agua corrente e desinfestadas
superficialmente por meio da imersdo em alcool 70 % por 2 min., em hipoclorito (2 % de
cloro ativo) por 3 min., novamente em alcool 70 % por 1 min e agua destilada autolavada. Os
fragmentos foram transferidos para placas de Petri contendo meio TSA (triptona 15 g,
peptona de soja 5 g, NaCl 5 g, 100 ml de agua destilada e agar 15 g; pH 7,0) suplementado
com 50 ug.mL™ de fungicida ciclohexamida, e incubadas & 28 °C. Para avaliar a desinfestac&o
foi semeada uma aliquota da agua. A frequéncia de isolamento (FI) foi obtida por meio da
férmula FI = B/ F onde: F é o nimero de fragmentos inoculados e B o nimero de fragmentos

infectados.

3.2. Avaliacao fisiologica dos isolados

A partir das bactérias obtidas das espécies estudadas de H. rauliniana e H. marginata,
foram realizados testes para avaliar a capacidade fisiologica em fixar nitrogénio, solubilizar
fosfato e produzir auxinas, permitindo inferir de que forma este isolado promove o

crescimento de plantulas de Heliconia.
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3.2.1. Teste de fixacéo bioldgica de nitrogénio

Para o teste de fixacdo bioldgica de nitrogénio foi utilizado o meio NFb (5,0g de acido
malico, 0,59 Ko;HPO,; 0,29 MgSO,4.7H,0; solucdo de micronutrientes 0,04g, CuSO,4.5H,0,
1,29 ZnS04.7H,0, 1,49 H3BO3, 1 g Na;M00,4.2H,0, 1,175 MnSO4.H,0 e 1000 ml agua;
2ml; azul de bromotimol (solucdo 0,5% em 0,2N KOH) 2 ml; FeEDTA (solucéo 1,64 %) 4
mL; solucdo de vitaminas (10 mg biotina; 20 mg piridoxol-HCI; agua 100ml) 1ml; 4,5 ¢
KOH; 1000 ml &gua; 1,89 Agar; pH 6,8) (Dobereiner et al., 1995), e observada a formacéo de

uma zona de crescimento proxima a superficie do meio de cultura.

3.2.2. Teste de solubilizacao de fosfato

Para o teste de solubilizacdo de fosfato foi utilizado o meio NBRI P (10,0 g de
glicose, 5,0 g Caz(POy)2, 0,19 (NH4)2SO4, 5,0 g MgCl,.6H,0, 0.25 g MgS04.7H,0, 0,2g KCI,
1000 ml agua destilada, pH, 7,0) (Nautiyal, 1999), e avaliada a formacédo de um halo ao redor

da coldnia ap6s 72 horas.

3.2.3. Teste de producéo de auxina

Para o teste de producdo de auxina, a bactéria foi inoculada em meio TS 10 %
contendo triptofano (1,5 g triptona, 0,5 g peptona de soja, 1 g triptofano, NaCl, 8 g; agua
destilada, 1000 ml; pH, 7,0) com a realizacdo da leituras 2 horas apés a coloracdo, com
reagente de Salkowski (0.5M FeCls, 2 mL™?; 35 mL? Acido perclérico, 63 mLagua
destilada) (GLICKMANN & DESSAUX, 1995).

Ap0s a realizacdo dos testes e classificacdo quanto aos niveis de fixacédo bioldgica de
nitrogénio, producdo de auxina e solubilizagdo de fosfato, foram selecionados o0s isolados
bacterianos para a inoculacdo nas plantas micropropagadas originadas de apices florais de H.

rauliniana e de embrides de H. marginata.
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3.3. Extracdo de DNA gendémico de bactérias

Os isolados foram inoculados em 5 ml de LB e incubados por 18 horas a 28°C. Ap6s
esse periodo, cada cultura bacteriana foi colocada em tubos de 1,5 ml, centrifugada por 5 min
a 9700 g, e em seguida o sobrenadante foi descartado. O precipitado foi ressuspendido em 500
ul de TE (10 mM Tris-HCI pH 7,5, ImM EDTA pH 8,0) e centrifugado. O sobrenadante foi
descartado e novamente ressuspendido em 500 ul de TE sendo adicionados 30 ul de SDS
10%, mais 0,5 g de silica com agitacdo no “bead beating” (Biospec products) por 30 seg.
Apbs a agitacdo foram adicionados 500 ul de fenol saturado, homogeneizado e centrifugado
(9700 g por 10 min). A fase superior foi transferida para um novo tubo e acrescido de 6 pl de
RNAse (RNAse 10 mg/ml em 10mM Tris-HCI pH 8,0; 15mM NaCl) sendo incubado por 30
min a 37 °C. A esta suspenséo foram adicionados 200 ul de fenol e 200 ul cloroférmio, a
solugéo foi homogeneizada por inverséo e posteriormente centrifugada a 9700 g por 5 min. O
sobrenadante foi transferido para um novo tubo e adicionado 0,1 volume de NaCl 5M e 0,6
volume de isopropanol, incubado por 5 min a temperatura ambiente e em seguida
centrifugado por 10 min a 9700 g. O sobrenadante foi descartado, o DNA foi lavado com 400
ul de etanol 70% e centrifugado por 2 min a 9700 g. O sobrenadante foi removido, 0 DNA foi

seco a 37°C, ressuspendido em 50 ul de 4gua Milli-Q autoclavada e estocado a —20 °C.

3.3.1. Amplificacéo do gene 16S rRNA.

As reacdes de PCR foram realizadas em um volume final de 50uL, contendo 5 pL (10
ng) de DNA molde; 0,2 uM do primer 27f (5’-GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) e do primer
1378r (5°-CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACG- 3°); 200uM de cada dNTP (Gibco BRL);
3,75 mM de MgClI; 0,5 U de Taq DNA polimerase (Gibco BRL). Em todos 0s experimentos
foi adicionada uma reagdo sem DNA como controle negativo. Foi utilizado termociclador

(Gene AMP PCR System 9700) programado para gerar uma desnaturacao inicial de 4 min a
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94°C, 2 ciclos a 94°C, 1 min a 60°C, 1 min a 72°C, 2 min; mais 2 ciclos a 94°C, 1 min; 59°C,
1 min; 72°C; 2 min; mais dois ciclos a 94°C, 1 min, 58°C, 1 min; 72°C, 2 min; mais dois
ciclos a 94°C, 1 min; 57°C, 1 min; 72°C, 2 min; mais 2 ciclos a 94°C, 1 min; 56°C, 1 min;
72°C, 2 min; mais 20 ciclos a 94°C, 1 min; 55°C, 1 min; 72°C, 2 min e uma extensao final de
10 min a 72°C. Foram utilizados 5 uL da reacdo para a observacdo em gel de agarose (1,0%)

de um fragmento de aproximadamente 1350 pb.

3.3.2. Identificacéo utilizando o gene 16S rDNA

As identificacdes foram realizadas seqiienciando o fragmento 27-600 (primer 27f) do
gene 16S rRNA de 38 isolados. Para isso, apds amplificacdo (item 2.2.4.) os produtos de PCR
foram purificados com o Kit GFX PCR (Amersham Pharmacia Biotech). As amostras foram
enviadas para o Centro de Estudos do Genoma Humano, onde foram seqlienciadas no
seqlienciador ABI 3730. Apds o recebimento das sequéncias, as mesmas foram analisadas por
meio de BLASTn contra a base de dados (GenBank), e submetidas ao programa MEGA 4
(Tamura, Dudley, Nei, and Kumar 2007) onde foi observada a relacdo filogenética dos

isolados com espécies ja descritas, permitindo a construcéo de arvores filogenéticas.

3.4. Inoculagéo de isolados bacterianos em mudas propagadas de Heliconias

Foram realizados dois experimentos: No primeiro, os isolados utilizados foram
selecionados de acordo com a seguinte classificacdo: isolado com maior producgéo de auxina;
com maior nivel de fixacdo de nitrogénio; e solubilizacdo de fosfato, in vitro. No segundo
experimento, os isolados utilizados foram os trés que apresentaram melhores resultados no
primeiro experimento, quanto ao enraizamento das plantulas micropropagadas de H.

rauliniana originadas de apice floral e H marginata de embriGes cultivadas in vitro. As
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plantulas foram inoculadas por contato com suspensdo bacteriana 10° UFC (unidade

formadora de col6nia), por 1 hora.

3.4.1. Primeiro Experimento
a) Inoculacéo em plantulas micropropagadas a partir de apice floral

As plantulas micropropagadas foram retiradas dos frascos de cultura e lavadas em
agua corrente para a retirada do meio de cultivo. Apés a lavagem, foi realizada a mensuracgéo
da altura das plantulas, critério atribuido para seleciona-las em tamanhos iguais. Em seguida,
para cada isolado bacteriano, foi adicionado 200 mL de agua destilada e autoclavada mais 1
MI™ de soluco do isolado, em Becker de 1000 mL e a solugdo foi homogeneizada sob leve
agitacdo. A partir desta etapa foi realizada a inoculagdo com os isolados bacterianos que
apresentaram maior atividade em fixar nitrogénio, produzir auxina e solubilizar fosfato (B4;
B5; B8; B13; B16; B18). coquetel (suspensdo de todos os isolados a0 mesmo tempo) e o
controle (sem inoculagdo com os isolados), permanecendo as plantulas na solugédo por 30
minutos. Apos a imersao, foram plantadas em caixas de plasticos forradas com tecido nédo
tecido (TNT) e o substrato foi irrigado com o resto da suspensdo bacteriana (Fig. 10). O
substrato utilizado foi o Plantimax Hortalicas Ht. (Tab.5). Foram utilizadas neste experimento
147 plantulas distribuidas em sete tratamentos com trés repeticGes num total de 21 plantas por
tratamento. Este experimento foi instalado em Casa de Vegetagdo do CBA sob sistema de

nebulizagdo para o enraizamento e aclimatizag&o.
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AF. H.rauliniana

Figura 10 - Processo de Inoculagdo de isolados bacterianos em plantulas micropropagadas de Heliconia
rauliniana: plantas micropropagadas (A); retirada do excesso do meio de cultura (B); medicdo das plantas (C);
plantas selecionadas com a mesma altura (D); plantas no beker separadas por tratamento (E); tubos de ensaio
contendo os isolados bacterianos (F); retirada da solugdo dos isolados (G, H); adicdo de agua na solucdo dos
isolados (I); plantas imergidas na solugdo por 30 minutos (J) e plantio das plantas em caixas de plasticos no
substrato plantimax (L; M).

Tabela 5 — Caracteristicas do Substrato Plantamax Hortalicas Ht.

Caracteristicas PXHT PxHA PxT PxF1
Umidade (%) 50 5,8 150 1,7
Capacidade de Retencdo de Agua — CRA (%) 150 150 150 150
Potencial Hidrogenidnico-pH 58 (x0,5) 5,8 (x0,5) 5,8 (£0,5) 5,8 (x£0,5)
Condutividade Elétrica — CE (Ms/) 1,7(x0,3) 1,3 (0,3) 1,3(x0,5) 0,7 (x0,3)

Fonte: www.eucatex.com. br/Eucatex/descri¢do

b) Inoculagdo em plantulas micropropagadas a partir de embrides

Para a inoculacdo das plantas micropropagadas originadas de embrides da espécie H.
marginata foi utilizada a mesma metodologia empregada em plantulas micropropagadas de
apice floral da espécie H. rauliniana. Os isolados utilizados foram B;. B,. Bs. Bg; B7: B1o: B1o:
B1sa. Bis, coquetel (suspensdo de todas as bactérias ao mesmo tempo) e o controle,
permanecendo as plantulas na solucdo por 30 minutos (Fig. 11). Apds a imersdo, foram
plantadas em caixas plasticas forradas com tecido ndo tecido (TNT) contendo o substrato
Plantimax Hortalicas Ht, o0 mesmo utilizado anteriormente (Tab.5). Foram utilizadas 231
plantulas distribuidas em 10 tratamentos juntamente com o controle, com trés repeti¢es, num

total de 21 plantas por tratamento. Este experimento foi instalado em casa de vegetacdo do
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CBA sob sistema de nebulizacdo para o enraizamento e aclimatizacdo das mudas

micropropagadas de embrides de H. marginata.

Eb.H.marginata

Figura 11 - Processo de inoculacdo de isolados bacterianos em plantulas micropropagadas de Heliconia
marginata: plantas micropropagadas (A); retirada do excesso do meio de cultura (B); medicdo das plantas (C);
plantas selecionadas com a mesma altura (D); tubos de ensaio contendo os isolados bacterianos (E); retirada da
solugdo dos isolados (F); adicdo de agua na solugdo dos isolados (G); plantas imergidas na solucdo por 30
minutos (H) e plantio das plantas em caixas de plasticos no substrato plantimax (I; J).

c) Avaliacdo das plantas inoculadas

As avaliacbes das plantas inoculadas foram realizadas ap6s 60 dias em casa de
vegetacdo. As plantas foram transportadas ao laboratorio, retiradas das bandejas e lavadas
para a retirada do excesso de substrato. O parametro avaliado foi crescimento de raizes
através de atribuicdo de notas, variando de zero (0) a dez (10), de acordo com a seguinte

classificacdo: tamanho e quantidades de raizes emitidas.

3.4.2. Segundo Experimento
a) Inoculacdo em plantulas micropropagadas a partir de apice floral

Os isolados bacterianos utilizados neste experimento foram os trés que melhores
resultados apresentaram no primeiro experimento, promovendo crescimento de raizes. Neste
experimento todas as plantulas estavam com 5 cm de altura (Fig. 12), a quantidade de solucdo

bacteriana utilizada foi o dobro do primeiro (2,0 ml), as plantas permaneceram imersas na
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solucdo por uma hora. E, os isolados bacterianos testados foram Bs. Bis. Big: coquetel
(suspensdo contendo os isolados bacterianos testados) e o controle, utilizando-se a mesma
metodologia do primeiro experimento. Este experimento foi composto por 60 plantulas
distribuidas em cinco tratamentos com 12 plantulas por tratamento, instalado em casa de
vegetacdo do CBA sob sistema de nebulizacdo para o enraizamento e aclimatizacdo durante

sessenta dias.

Af-H.rauliniana

D

Figura 12 - Inoculagdo de isolados bacterianos em plantulas micropropagadas de apice floral de Heliconia
rauliniana: plantas micropropagadas (A); retirada do excesso do meio de cultura (B); plantas separadas por
tratamento/repeticGes (C); medicdo das plantas (D); tubos de ensaio contendo os isolados bacterianos (E);
retirada da solucdo dos isolados (F); adi¢do e agitacdo de agua na solucdo dos isolados (G; H); plantas imergidas
na solucdo por 30 minutos (1) plantio das plantas em caixas de plasticos no substrato plantimax (J).

b) Inoculacdo em plantulas micropropagadas a partir de embrides

Os trés isolados bacterianos utilizados neste experimento foram os que melhores
resultados apresentaram no primeiro experimento, como promotor de crescimento de raizes.
Neste experimento todas as plantulas estavam com a mesma altura (5 cm de altura). Os
isolados bacterianos testados foram Bg; B7. B1o. coquetel (suspensdo de todas as bactérias ao
mesmo tempo) e o controle utilizando-se a mesma metodologia do primeiro experimento (Fig.
13). Este experimento foi composto por 60 plantulas distribuidas em cinco tratamentos com

doze plantulas por tratamento e instalado em casa de vegetacdo do CBA sob sistema de



75

nebulizacdo para o enraizamento e aclimatizacdo durante 60 dias.

Eb.H.marginata ) £ el 17 Eb.H.marginata

Y1333 ¢

80 8BS @13 B18 BESR1381S

-12 Repeticoes-

Figura 13 - Inoculacdo de isolados bacterianos em plantulas micropropagadas de embrido de Heliconia
marginata: plantas micropropagadas (A); retirada do excesso do meio de cultura (B); medicdo das plantas (C);
plantas selecionadas com a mesma altura (D); plantas no beker separadas por tratamento (E); tubos de ensaio
contendo os isolados bacterianos (F); retirada da solugdo dos isolados (G, H); adi¢do de &gua na solucdo dos
isolados (1); plantas imergidas na solu¢do por 30 minutos (J) plantio das plantas em caixas de plasticos no
substrato plantimax.

c) Avaliacao da promocéao de crescimento das plantas inoculadas

Apbs 60 dias em casa de vegetacdo, as plantas foram coletadas e transportadas ao
laboratério, lavadas em agua corrente retirando-se o0 excesso do substrato. A avaliacdo da
promogédo de crescimento foi realizada mediante a mensuracdo dos seguintes parametros:
altura das plantas, nimeros de folhas, classificacdo das raizes atribuindo-se notas, variando de
zero (0) a dez (10), da seguinte maneira: 0= sem raiz; 1= raiz de 1,0 cm; 2= raiz com 2,0 cm;
3= raiz com 2,5 cm; 4= raiz com 3,0 cm; 5= raiz com 3,5 cm; 6= raiz com 4,0 cm; 7= raiz
com 4,5 cm; 8= raiz com 6,0; 9= raiz com 7,5 cm e 10= raiz com mais de 8,0 cm e a

comparacdo do peso seco das raizes e parte aérea das plantas tratadas e o controle.
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3.5. Analise Estatistica

A partir dos dados coletados e armazenadas em um banco de dados, utilizou-se para
analise o software estatistico MINITAB 15. Inicialmente foram realizados os procedimentos
de analises descritivas padrdes. A comparacdo entre mais de duas médias (variaveis
quantitativas), foi realizada utilizando-se a Analise de Variancia (ANOVA) ou nos casos em
que os pré-supostos necessarios ndo foram estabelecidos foi utilizado o teste ndo paramétrico
de Kruskal-Wallis. Para todas as anéalises foi fixado um limite de significancia igual a 0.05 e

um coeficiente de confianca de 95% (Tab.8, 9, 10 e 11)
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Frequéncia de isolamento de bactérias endofiticas

O conhecimento da estrutura populacional das bactérias endofiticas € fundamental
para o entendimento das interacdes planta-endofito e como sdo influenciadas pelo ambiente.
O nicho ecoldgico ocupado por bactérias endofiticas € um ambiente dindamico, no qual muitos
fatores podem afetar a estrutura e a diversidade da populacéo bacteriana que coloniza a planta.
Foi observado por meio do isolamento que os fragmentos tanto de H. marginata, como os de
H. rauliniana apresentaram bactérias endofiticas, com uma frequéncia de 100% de
microrganismos endofiticos nos fragmentos das plantas.

Na maioria das espécies vegetais os microrganismos endofiticos ainda ndo foram
estudados, identificados e classificados. Mas, como cita Pinto (2003) que em todas as espécies
de plantas ja estudadas foi encontrada a presenca de microrganismos endofiticos sugerindo
uma intima relacdo entre os endofitos e as plantas, o que evidencia a co-evolucdo dos
microrganismos com seus hospedeiros, apresentando uma intima relagdo mutualistica, atraves
da qual os enddfitos recebem nutrientes e protecdo da planta hospedeira. Além de que, as suas
propriedades ainda pouco conhecidas, mas, potencialmente de interesse aplicado, como
afirma Downing et al (2000), que estes microrganismos endofiticos podem ser utilizados

como vetores para a introdugdo de caracteristicas de interesse biotecnoldgico na planta.

4.1.1. Caracteristicas fenotipicas dos isolados bacterianos de H. marginata e H.
rauliniana

Bactérias endofiticas exibem potencial biotecnolégico como agentes de promocéo de
crescimento, principalmente por disponibilizar compostos para a planta. A promogédo de
crescimento é um evento dependente da interagdo entre a bacteria promotora de crescimento,

a comunidade microbiana associada ao hospedeiro e o0 gendtipo da planta. Bactérias
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endofiticas podem promover o crescimento de duas formas: disponibilizando nutrientes para a
planta ou inibindo microrganismos fitopatogénicos. Estudos tém sido realizados com o
objetivo de se obter o maximo de promocao de crescimento aliado ao controle de doencas.
Devido a necessidade de nitrogénio e fosfato para o crescimento das plantas, torna-se
importante a utilizacdo de bactérias. Além disso, é importante o entendimento da interacédo
bactéria-planta na producdo da auxina AIA, bem como o conhecimento da diversidade das
bactérias endofiticas associadas as espécies de H. marginata e H. rauliniana. Na identificacdo
varios isolados endofiticos, apresentaram caracteristicas relacionadas a promocdo de
crescimento vegetal como, producdo de AIA (Fig. 14A), capacidade de fixacdo de nitrogénio
(Fig. 14B) e de solubilizacéo de fosfato (Fig. 14C), com excec¢éo do isolado B3 (Ralstonia sp)

0 que pode ser visto na (Tab. 6 e 7), onde 72,2% dos isolado fixa nitrogénio, 58,3% solubiliza

fosfato e 50,0% produz AlA.

Figura 14. Bactéria produzindo AlA (A), fixando nitrogénio (B) e solubilizando fosfato (C). 1 isolado positivo e
2 controle negativo.

"
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Tabela 6. Avaliagdo fenotipica das bactérias endofiticas isoladas de H. marginata em fixar nitrogénio,

solubilizar fosfato e produzir fitohorménio.

Caracteristicas Isolados

B, B, B; B, Bs Bs B Bs By
F. B. Nitrogénio 2 0 1 1 2 2 3 3 0
S. Fosfato 2 0 1 1 0 2 2 0 1
P. Auxina 2 0 0 1 0 1 1 0 2

BlO Bll BlZ Bl3 Bl4 BlS BlG Bl? BlS
F. B. Nitrogénio 2 1 2 0 2 0 1 2 2
S. Fosfato 3 0 3 0 1 0 1 0 0
P. Auxina 2 0 1 0 2 0 0 0 0

Valores atribuidos: 0 auséncia de atividade, 1 pouca atividade, 2 média atividade, e 3 alta atividade, comparado

ao controle positivo de Pantoea agglomerans que produz 10ug/ml.

Tabela 7. Avaliacdo fenotipica das bactérias endofiticas isolada de H. rauliniana em fixar nitrogénio, solubilizar

fosfato e produzir fitohorménio.

Caracteristicas Isolados

B, B, B B, Bs Bs B, Bs B
F. B. Nitrogénio 0 2 1 2 2 1 0 1 1
S. Fosfato 0 2 1 1 1 0 0 1 1
P. Auxina 1 0 0 1 1 0 1 1 0

B1o B B, Bz B Bis Bis Bi7 Bisg
F. B. Nitrogénio 0 3 1 0 0 0 1 1 2
S. Fosfato 1 0 1 0 0 0 1 1 1
P. Auxina 3 0 0 0 1 1 2 0 1

Valores atribuidos: 0 auséncia de atividade, 1 pouca atividade, 2 média atividade, e 3 alta atividade comparado

ao controle positivo de Pantoea agglomerans que produz 10ug/ml.



80

Estudos tém mostrado que varios géneros de bactérias endofiticas (Pantoea, Bacillus,
Enterococcus, Burkholderia, Enterobacter, Pseudomonas, Ralstonia) isolados de diferentes
culturas sdo capazes de produzir fitohormonio, solubilizar fosfato e fixar nitrogénio
(Kuklinsky-Sobral et al., 2004, Peng et al., 2009 e Wong & Caballero, 2009) que auxilia no

desenvolvimento das plantas.

4.1.2. ldentificacdo Por Meio do 16S rDNA

Atualmente, os genes rRNAs podem ser considerados uma das mais importantes
moléculas para o estudo de filogenia e ecologia microbiana, pois permitem uma avaliacdo da
biodiversidade microbiana em diferentes nichos ecoldgicos (Heyndrickx et al., 1996; Louws
et al., 1999). Também, por meio de anélises das sequéncias pode ser realizada a identificacdo
de microrganismos no nivel de género e possivelmente de espécie, como também pode
permitir correlacdes entre 0 gen6tipo e o ambiente estudado (CHENEBY et al., 2000).

Neste trabalho foi seqlienciado um fragmento de aproximadamente 800 pb do 16S

rDNA ("primer" 27f) de 6 isolados, provenientes de H. marginata e H. raulinlana. A anélise

das sequiéncias via BLASTn (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) mostrou a existéncia de
pelo menos 3 grupos de bactérias que pode ser visto na Figura 14, dois géneros bem definidos
(Burkholderia e Ralstonia) e um terceiro grupo formado pela familia Enterobacteriaceae, que
estdo presentes em diversas espécies de plantas como endofiticas, tais como citrus (Aradjo et
al., 2001) soja (Kuklinsky-Sobral et al., 2005), videira (Bulgari et al., 2009) e eucalipto

(PROCOPIO et al., 2009).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
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Figura 15. Arvore filogenética baseada na seqiiéncia de 16S rDNA dos isolados bacterianos
considerando Neighbor-Joining.

Nos ultimos anos, isolados endofiticos de Burkholderia estdo recebendo maior
interesse para sua utilizacdo na promog¢do de crescimento de plantas (Wong & Caballero,
2009) e controle bioldgico de pragas (Sharifi-Tehrani et al., 2007), Mendes et al., (2007)
observou que as bactérias pertencentes ao género Burkholderia sdo os endofitos mais
freqlientes em cana de acgucar. Baseado na filogenia do 16S rDNA os isolados endofiticos

(Bsm, Bsm, Bsr e Bigr) apesar de pertencerem a familia Enterobacteiaceae apresentam uma
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alta diversidade como pode ser verificado na arvore filogenética, caracteristica deste grupo de
enddfitos, que pode colonizar diferentes ambientes. Varios géneros da familia
Enterobacteriaceae (Kleibsiella, Enterobacter, e Citrobacter) encontrados na rizosfera séo
capazes de fixar nitrogénio (Kennedy et al., 2004), Klebsiella sdo comumente encontradas
como endofitos e sdo capazes também de produzir fitohormonio para planta hospedeira (Dong
et al., 2003), o0 género Pantoea é um dos mais importantes endofitos de plantas capazes de
fixar nitrogénio solubilizar fosfato e produzir fitohorménio (Kuklinsky-Sobral et al., 2004).
Apesar de o género Ralstonia estar sempre associado aos fitopatégenos (Xu et al., 2009),
algumas linhagens foram encontradas como endofiticas em soja (Kuklinsky-Sobral et al.,

2005) e banana (THOMAS et al., 2008).

4.2. Inoculacao de isolados bacterianos em mudas propagadas de Heliconias
4.2.1. Primeiro experimento

Os resultados da inoculagéo dos isolados bacterianos nas plantulas micropropagadas
de heliconias, apds 60 dias podem ser observados nas (Fig. 16 e 17). Observou-se que 0s
resultados apresentados pelas plantas quanto ao crescimento das raizes de helicbnias quando
comparadas com as plantas ndo tratadas, o crescimento foi maior em ambas as espécies na H.
marginata os isolados Bs, B7 € By foram o0s que apresentaram melhores resultados, ja na
espécie H. rauliniana, os isolado que apresentaram os melhores resultados foram Bs, B3 €
Bis. De forma semelhante, Assis (2002) obteve crescimento de mudas de Heliconia. Os
isolados utilizados neste experimento foram selecionados de acordo com a capacidade das
atividades destes em fixacao bioldgica de nitrogénio, solubilizacdo de fosfato e producdo de
auxina. Com excecéo do isolado B13 (Ralstonia sp) proveniente da H. rauliniana que durante
0 processo de avaliacdo fisiologica ndo apresentou capacidade de atividade, ndo ocorrendo o

mesmo, quando inoculado na planta. Isso vem confirmar que essas bactérias podem se
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multiplicar lentamente e ndo serem detectadas até atingirem uma densidade maior, ou
permanecerem viaveis sem se multiplicarem devido a limitagdo de nutrientes (Santos et al,
2005). A habilidade de sintetizar fitormonios é amplamente distribuida entre bactérias
associadas a planta. O fitorménio mais ativo em plantas € o acido-3-indol-acético (AlA).
Estima-se que aproximadamente 80 % das rizobactérias podem produzir esse regulador de
crescimento. Em bactérias como Azospirillum spp., a producdo de auxina, que €
quantitativamente abundante, é fator responsavel ao desenvolvimento das raizes e,
conseqientemente, pelo maior crescimento da planta (STEENHOUDT &

VAMDERLEYDEN, 2000).

Boxplot of Classif vs Bactéria
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Figura 16 — Avaliacdo das médias de enraizamento das plantas micropropagadas de
Heliconia rauliniana inoculadas com isolados bacterianos, apds 60 dias de aclimatizagao
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Boxplot of Classf vs Bact
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Figura 17 — Avaliacdo das médias de enraizamento das plantas micropropagadas de Heliconia
marginata inoculadas com isolados bacterianos, apds 60 dias de aclimatizacéo.

4.2.2. Segundo Experimento
Avaliacdo do potencial de promocao de crescimento de mudas de heliconia por isolados
de bactérias endofiticas

Nos testes realizados com os trés isolados de H. marginata (Bs, B7 € Byg) € 0s trés
isolados de H. rauliniana (Bs, Bz e Big), 0s isolados endofiticos Bs e Bz foram os que
apresentaram melhores resultados (Tab. 7; Tab.8; Tab. 9 e Tab. 10) para os seguintes fatores:
namero médio de folhas (Fig. 18), altura média (Fig. 19), desenvolvimento médio de raizes
(Fig. 20 e Fig.21), peso fresco da parte aérea (Fig. 22), peso fresco radicular (Fig. 23), peso
seco radicular (Fig. 24), peso total radicular (Fig. 25), e peso total das partes aéreas (Fig. 26).
Diversas pesquisas demonstram a capacidade de bactérias do solo, mais especificamente da
rizosfera, na promogéo de crescimento de plantas (Ashrafuzzaman et al., 2009). Entretanto, o
conhecimento do gendtipo da planta e do microrganismo envolvido na promogéo é de extrema
importancia. Neste aspecto, bactérias endofiticas dos géneros Acetobacter, Acinetobacter,

Actinomyces, Agrobacterium, Azospirillum, Bacillus, Burkholderia, Cutrtobacterim, Pantoea,
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Pseudomonas e Xanthomonas entre outras tém sido freqlientemente utilizadas. O isolado Bg
de H. marginata pertencente ao género Pantoea tem sido citado na literatura como uma
bactéria promissora para utilizacdo na promocao de crescimento de planta (Selvakumar et al.,
2008, e Muhammad et al., 2008). O isolado Bi3 de H rauliniana pertencente ao género
Ralstonia, apesar de ndo fixar nitrogénio, nao solubilizar fosfato, nem produzir fitohorménio,
e estar sempre associado a doencas de plantas apresentou excelentes resultados. Talvez outra
caracteristica desta bactéria, capaz de promover o crescimento da planta ndo esta sendo

avaliada (como a producao de sideréforo).
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Figura 18 - Numero médio de folhas das plantas de (A) H. marginata e (B) H. rauliniana, inoculadas com
isolados de bactérias
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Figura 19 - Altura média das plantas de (A) H. marginata e (B) H. rauliniana inoculadas com isolados de
bactérias
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Figura 20 - Desenvolvimento médio de raizes de (A) H. marginata e (B) H. rauliniana inoculadas com isolados
de bactérias

Figura 21 - Classificacdo das raizes através de notas equivalentes de (0 a 10) de
plantas de Heliconia rauliniana e Heliconia marginata, ap6s 60 dias de inoculagédo
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Figura 22 - Peso fresco da parte aérea das plantas microprogadas de (A) H. marginata e (B) H. rauliniana
inoculadas com isolados de bactérias
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Figura 23 - Peso fresco radicular das plantas microprogadas de (A) H. marginata e (B) H. rauliniana inoculados

com isolados bactérias
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Figura 24 - Peso seco radicular das plantas microprogadas de (A) H. marginata e (B) H. rauliniana inoculadas

com isolados de bactérias
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Figura 25 — Peso total radicular das plantas de (A) H. marginata e (B) H. rauliniana inoculadas com isolados de

bactérias
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Figura 26 — Peso total aéreo das plantas de (A) H. marginata e (B) H. rauliniana inoculadas com isolados de
bactérias

Silveira et al (2004) isolou bactérias epifiticas e endofiticas de plantas de pepino
sadias e avaliaram em trés bioensaios, 0 efeito destes na promogdo de crescimento de
plantulas em casa de vegetacdo. No primeiro foram testados 93 isolados; no segundo, 32
isolados e no terceiro, oito isolados de pepino e mais 10 isolados provenientes de outras
culturas. As sementes de pepino foram bacterizadas, semeadas em substrato organico contido
em bandejas de isopor e analisadas dez dias ap6s a semeadura quanto as matérias secas da
parte aérea (MSPA), raiz (MSR) e total (MST). Dos trés bioensaios os isolados epifiticos
PEP52, PEP8, PEP82, PEP91 e C22 foram selecionados por aumentarem significativamente a
MSR e MST das plantulas. Ap6s o teste de compatibilidade in vitro, esses cinco isolados,
testados separadamente e em misturas, mostraram-se eficientes no aumento do indice de
MSPA, MSR e MST das plantulas de pepino, sem diferirem significativamente entre si. Os
isolados PEP18 (Bacillus amyloliquefaciens) e PEP91 (Enterobacter cloacae) destacaram-se
com indices de aumentos respectivamente de 55% e 39,5 % (MSPA), 42,9 e 37,5 % (MSR) e
41,6 e 34,0 % (MST), respectivamente. A producdo do &cido indol acético, acido cianidrico,
solubilizacéo de fosfatos e alteragcdo nos teores foliares dos macronutrientes N, P, K, Ca e Mg,
foram avaliados como possiveis mecanismos de acdo desses dois isolados, porém com

resultados negativos (SILVEIRA et al, 2004).
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A utilizacdo de bactérias de promocéo de crescimento apesar de bem estabelecidas
como produtos bioldgicos para controle bioldgico de doencas e pragas, o uso de BPCP na
producdo de mudas micropropagadas ainda estd em fase inicial. Os efeitos benéficos das
BPCP sobre as mudas micropropagadas sao principalmente, aumento de area foliar, didmetro
de pseudocaule, nimero de folhas e matéria seca, com conseqlente reducdo do tempo de
aclimatizacao e maior sobrevivéncia das mudas apds o transplante (MARIANO, 2004).

Mello et al (2002) avaliaram a eficiéncia de 19 isolados bacterianos na promoc¢éo de
crescimento de mudas micropropagadas de abacaxizeiro cv. Pérola utilizando diferentes
métodos de bacterizacdo. As variaveis alturas da planta, namero de folhas, area foliar, pesos
da matéria seca da parte aérea e do sistema radicular foram avaliadas 30 dias apds o
transplantio. Entre os métodos testados, a imersdo do sistema radicular e a infestacdo do
substrato + imers&o do sistema radicular foram os mais eficientes, sendo escolhido o método
da imersdo do sistema radicular, pela maior praticidade. Nao foi registrada a producéo de
AIA, HCN ou solubilizacdo de fosfatos, nas condi¢des experimentais utilizadas. O nitrogénio
foi o Unico macronutriente cujo teor diferiu significativamente entre as mudas bacterizadas e
testemunhas. Os resultados demonstraram que misturas dos isolados C210, ENF16, RAB9 e
ENF10, aplicadas através da imersdo do sistema radicular, promoveram o aumento de
biomassa de mudas de abacaxizeiro micropropagadas, reduzindo a fase de aclimatizacgéo.

Com relacdo ao indice de sobrevivéncia das plantas apds 60 dias da inoculacdo e
aclimatizadas em casa de vegetacdo o que melhor resultado apresentou para H. rauliniana foi
0 isolado Bi3seguido do Bse Big (Fig.27 e Fig.28) e para H. marginata foi Bg seguido do B; e
B1o (Fig.29 e Fig. 30).

Visando a promocdo de crescimento de plantas de heliconia, (Assis 2002) testou 50
bactérias isoladas de folhas e sementes de plantas sadias de heliconia em casa de vegetacéo.

Para a selecéo preliminar, antes do plantio foram depositados 100 mL da suspenséo bacteriana
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(A_._=0,7) por vaso. Apds quatro meses as mudas foram avaliadas quanto ao didmetro do

580

pseudocaule (DPC), matéria seca da parte superior - folhas e pseudocaule (MSS), matéria seca
da parte inferior — rizoma e raiz (MSI) e altura do pseudocaule (AP). Os trés isolados mais
eficientes HPS6, HPF14 e HNF15 foram identificados como Bacillus pumilus, B.
thuringiensis subvar. kurstakii e B. cereus, respectivamente, testados quanto a
compatibilidade e utilizados em misturas. A mistura dos isolados compativeis HPS6 e HNF15
promoveu aumentos significativos de DPC, MSS, MSI, AP e AF. Ndo foi constatada a
producéo o do &cido indol acético, &cido cianidrico ou solubilizacdo de fosfatos. O fésforo foi
0 Unico macronutriente cujo teor aumentou significativamente entre as mudas cultivadas em
substrato tratado. Os mutantes resistentes a rifampicina e acido nalidixico obtidos
apresentaram colonizacéo epifitica e endofitica em raizes de heliconia onde sobreviveram até

120 dias.
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Figura 27 - Porcentagem de sobrevivéncia das plantas de Heliconia rauliniana
inoculadas com diferentes isolados bacterianos
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Figura 28 - Crescimento em altura e nimero de folhas de Heliconia rauliniana
(A, B) apés 60 dias de inoculacéo.
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Figura 29 - Porcentagem de sobrevivéncia das plantas de Heliconia marginata
inoculadas com diferentes isolados bacterianos



Figura 30 - Crescimento em altura e nimero de folhas de Heliconia marginata
(A, B) apds 60 dias de inoculacéo.
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Tabela 8 - Efeito de bactérias endofiticas selecionadas na promogédo de crescimento de plantas de Heliconia

marginata sobre altura, nimero de folhas e raizes.

Variaveis N Media Desvio-Padréo Mediana p-valor
Folhas
BO (Controle) 12 3,67 1,97 4,00
B6 (Enterobacter) 12 4,17 1,59 4,00
0, 876**
B7 (Enterobacter) 12 4,08 2,15 5,00
B10 (Burkholderia) 12 3,67 2,46 4,50
Altura
BO (Controle) 12 8,67 5,85 10,00
B6 (Enterobacter) 12 10,58 4,67 11,25
0, 675%*
B7 (Enterobacter) 12 9,33 5,45 11,00
B10 (Burkholderia) 12 7,58 6,06 9,50
Raiz
BO (Controle) 12 3,17 3,01 3,00
B6 (Enterobacter) 12 3,08 2,97 2,00
0, 952**
B7 (Enterobacter) 12 3,00 2,80 3,00
B10 (Burkholderia) 12 2,67 2,87 2,50

*(ANOVA) Teste F **Teste de Kruskal- Wallis



Tabela 9 - Efeito de bactérias endofiticas selecionadas na promogao de crescimento de plantas de
Heliconia marginata sobre o peso de matéria fresca e seca da parte aérea e da raiz.

Variaveis n Media Desvio-Padréo Mediana  p-valor
PESO FRESCO A
BO (Controle) 12 2,24 1,73 2,25
B6 (Enterobacter) 12 2,44 1,69 1,81
0, 651
B7 (Enterobacter) 12 2,14 1,68 1,89
B10 (Burkholderia) 12 1,62 1,35 1,72
PESO FRESCO R
BO (Controle) 12 0,85 0,74 0,76
B6 (Enterobacter) 12 0,73 0,50 0,75 0 481
B7 (Enterobacter) 12 0,70 0,55 0,77 '
B10 (Burkholderia) 12 0,49 0,39 0,60
PESO SECO A
BO (Controle) 12 0,20 0,16 0,18
B6 (Enterobacter) 12 0,17 0,14 0,13
0, 304
B7 (Enterobacter) 12 0,15 0,14 0,13
B10 (Burkholderia) 12 0,09 0,09 0,09
PESO SECOR
BO (Controle) 12 0,09 0,08 0,07
B6 (Enterobacter) 12 0,08 0,07 0,07
0,726
B7 (Enterobacter) 12 0,07 0,06 0,07
B10 (Burkholderia) 12 0,06 0,05 0,06

(ANOVA) Teste F



Tabela 10 - Efeito de bactérias endofiticas selecionadas na promocéo de crescimento de plantas de

Heliconia rauliniana sobre altura, niimero de folhas e raizes

Variaveis N Media Desvio-Padréo Mediana  p-valor
Folhas
BO (Controle) 12 4,42 1,83 5,00
B5 (Enterobacter) 12 4,17 2,66 5,50
) 0, 308**
B13(Ralstonia sp) 12 5,08 1,24 5,50
B18 (Pantoea) 12 3,17 2,59 4,00
Altura
BO (Controle) 12 8,33 4,15 8,50
B5 (Enterobacter) 12 8,00 5,21 10,00
0, 241**
B13(Ralstonia sp) 12 10,42 3,35 11,75
B18 (Pantoea) 12 6,38 5,41 7,50
Raiz
BO (Controle) 12 3,33 3,31 2,50
B5 (Enterobacter) 11 4,64 2,98 5,00
0, 343*
B13(Ralstonia sp) 12 5,25 3,02 5,50
B18 (Pantoea) 12 3,25 3,44 2,00

*(ANOVA) Teste F  **Teste de Kruskal-Wallis

94



Tabela 11 - Efeito de bactérias endofiticas selecionadas na promocéo de crescimento de plantas de
Heliconia rauliniana sobre o peso de matéria fresca e seca da parte aérea e da raiz.

Variaveis N Media Desvio-Padréo Mediana  p-valor

PESO FRESCO A

BO (Controle) 12 1,75 1,58 1,17
B5 (Enterobacter) 12 2,05 1,63 2,20
) 0, 304*
B13(Ralstonia sp) 12 2,68 1,39 2,68
B18 (Pantoea) 12 1,54 1,53 1,06
PESO FRESCO R
BO (Controle) 12 0,31 0,31 0,18
B5 (Enterobacter) 12 0,44 0,38 0,51
0, 683**
B13(Ralstonia sp) 12 0,43 0,37 0,41
B18 (Pantoea) 12 0,26 0,32 0,11
PESO SECO A
BO (Controle) 12 0,12 0,12 0,08
B5 (Enterobacter) 12 0,13 0,10 0,15
) 0, 791**
B13(Ralstonia sp) 12 0,17 0,13 0,15
B18 (Pantoea) 12 0,22 0,28 0,12
PESO SECO R
BO (Controle) 12 0,04 0,03 0,05
B5 (Enterobacter) 12 0,05 0,04 0,06
0, 681**
B13(Ralstonia sp) 12 0,05 0,05 0,05
B18 (Pantoea) 12 0,04 0,05 0,02

*(ANOVA) Teste F **Teste de Kruskal-Wallis
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5. CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo permitiram concluir que:

1. Na avaliacdo fisiologica dos isolados o isolado Bis (Ralstonia sp) ndo apresentou
nenhuma atividade quanto a fixacdo biolégica de nitrogénio, producdo de auxina e
solubilizacdo de fosfato;

2. Para todas as variaveis analisadas (médias de nimero de folhas, média da altura de
plantas, desenvolvimento das raizes das plantas, peso fresco, peso seco e peso total da
parte aérea e radicular das plantas), as plantas que melhores resultados apresentaram
foram aquelas inoculadas com os isolados Bg (Pantoea/Erwinia) e B;3 (Ralstonia sp);

3. Quanto ao indice de sobrevivéncia, apos 60 dias de inoculacdo e aclimatizacdo, o0s
melhores resultados foram obtidos com as plantas de H. rauliniana inoculadas com o
isolado Bjs(Ralstonia sp) e plantas de H. marginata inoculadas com o isolado
Bs (Pantoea/Erwinia);

4. Dos seis isolados originados das espécies de H. rauliniana e H. marginata, a anélise
das sequencias via BLASTn mostrou a existéncia de 3 grupos, a Burkholderia,

Ralstonia e a Pantoea/Erwinia.
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7. PERSPECTIVAS

Apols a avaliacdo dos resultados deste trabalho e, considerando a importancia da
continuidade em busca de melhorar e ou a consolidar as respostas a comunidade produtora
oferecendo mudas com qualidade genética e bom aspecto fitosanitario sugerimos:

1. Estudos mais detalhados sobre desinfestacdo, utilizando varios tipos de explantes,
diferentes meios de cultivo, antibioticos e antioxidantes;

2. ldentificaodos o0s microrganismos, estudos mais detalhados quanto a sua
especificidade na busca de antibidticos eficientes e especificos para estes tipos de
microrganismos;

3. Estudos mais detalhados, principalmente em relacdo a bactéria Ralstonia, devido a sua

importancia agrondémica.



