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Resumo

Solanum betaceum Cav. é vulgarmente conhecida como tamarilho, “tree
tomato”, ou “tomate de la Paz”, sendo uma pequena arvore pertencente a familia
Solanaceae, nativa das regides andinas da Argentina e Bolivia. Produz frutos comestiveis
com interesse econdmico devido as suas propriedades nutricionais. O tamarilho tem
sido amplamente estudado do ponto de vista taxondmico e sistemdatico. No entanto,
poucos estudos foram realizados no que diz respeito aos microrganismos que com ele
interagem.

O microbioma consiste na populagdo total de microrganismos associada a uma
determinada espécie e nas suas interacdes. Estes microrganismos podem subdividir-se
entre os que tém preponderantemente fungdes associadas a nutricao das plantas, a sua
protecdo e a bioestimulacdo. As bactérias enddfitas sdo um exemplo destes
microrganismos, vivem dentro de uma planta durante um tempo da sua vida, sem
causar danos aparentes ao hospedeiro. Do ponto de vista biotecnoldgico, estudar um
microbioma vegetal pode ser uma ferramenta util para melhorar o setor agricola, uma
vez que estas bactérias podem conferir vantagens as plantas hospedeiras, promovendo
o crescimento, produzindo fito-hormonas, sideréforos e aumentando a resisténcia a
patdégenos. Deste modo, adquirir conhecimento sobre espécies bacterianas que
estabelecem uma relagao simbidtica com as plantas, é o primeiro passo para atingir
maiores rendimentos, quando se trata de biotecnologia vegetal.

Este projeto teve como objetivo isolar e identificar bactérias enddfitas de
material vegetal in vivo e in vitro de trés arvores de tamarilho (vermelho, amarelo e
laranja) presentes no Jardim Botanico da Universidade de Coimbra. Como material
vegetal in vivo foram utilizadas folhas, cértex e a medula de segmentos do caule. A
medula foi utilizada para a inducdo de calo, e posterior isolamento de bactérias
enddfitas. As sementes isoladas dos frutos colhidos das trés arvores foram também
utilizadas para a obtencdo de plantulas de tamarilho germinadas in vitro, e das quais se

procedeu ao isolamento de bactérias endofitas
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A extracdo das bactérias enddfitas ocorreu por maceracdo do material vegetal
com tampao PBS. O filtrado foi inoculado em meio ABM2, R2A e LB, com pH 5,5, 7,0, e
8,5, as bactérias cultivadas a 20 °C e 30 °C. 231 isolados de bactérias foram obtidos, 214
provenientes de material in vivo e 17 de material in vitro. As melhores condi¢des de
isolamento foram obtidas no meio ABM2 com pH 7, sem diluicdo, as duas temperaturas

testadas apresentaram resultados semelhantes.

91 isolados foram submetidos a técnica RAPD-PCR fingerprint para avaliar a sua
diversidade genética. Os perfis RAPD dos isolados foram agrupados em 71 clusters. Os
isolados referentes aos perfis obtidos foram purificados e sequenciados para obter uma
sequéncia parcial do gene 16S rRNA. Apds uma pesquisa na base de dados EzBioCloud
os isolados selecionados foram identificados como pertencendo a 22 géneros:
Acerihabitans, Aquimarina, Arenivirga, Arthrobacter, Aureimonas, Bacillus,
Brevibacterium,  Brevundimonas, Cellulomonas, Clavibacter, Curtobacterium,
Frigoribacterium, Kineococcus, Kocuria, Marmoricola, Microbacterium, Micrococus,

Paracoccus, Rhizobium, Staphylococcus, Sphingobacterium, Serinibacter.

Futuramente é relevante continuar o estudo do microbioma do tamarilho, ndo
sé para se obter uma identificacdo completa dos isolados obtidos, mas também para
realizar testes bioquimicos de modo a perceber as interacdes destas bactérias endodfitas

com o metabolismo da planta.

Palavras-chave: bactérias enddfitas; gendtipos; in vivo; in vitro; microbioma; RAPD-
PCR fingerprint; tamarilho; 16S rRNA
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Abstract

Solanum betaceum Cav., commonly known as tamarilho, “tree tomato”, or
“tomate de la Paz”, is a small tree belonging to the Solanaceae family, and native to the
Andean regions of Argentina and Bolivia. It produces edible fruits of economic interest
due to their nutritional properties. Tamarillo has been extensively studied from a
taxonomic and perspective, however, few studies have been carried out with regard to
the microorganisms that are related to it.

The microbiome consists of the total population of microorganisms associated
with plant and their interactions between them. These microorganisms can be
subdivided into those that have predominantly functions associated with plant
nutrition, plant protection and biostimulation. Endophytic bacteria are an example of
these microorganisms. They live inside a plant for a period or during all its life without
causing apparent harm. From a biotechnological point of view, studying a plant
microbiome can be a useful tool to improve the agricultural sector, since these bacteria
can confer advantages on host plants, promoting growth, producing phytohormones,
siderophores and increasing resistance to pathogens. Thus, acquiring knowledge about
bacterial species that establish a symbiotic relationship with plants is the first step
towards achieving higher yields when it comes to plant biotechnology.

This project aimed to isolate and identify endophytic bacteria from plant
material in vivo and in vitro from three tamarilho trees (red, yellow and orange) growing
in the Botanical Garden of the University of Coimbra. As plant material in vivo, leaves,
cortex and pith of stem segments were used. The pith was used for callus induction, and
later isolation of endophytic bacteria. The seeds isolated from the fruits harvested from
the three trees were also used to obtain in vitro germinated tamarillo seedlings, from
which endophytic bacteria were isolated.

The extraction of endophytic bacteria occurred by macerating the plant material
with PBS buffer. The filtrate was inoculated in ABM2, R2A and LB medium, with pH 5.5,
7.0, and 8.5, the bacteria cultivated at 20 °C and 30 °C. 231 bacterial isolates were

obtained, 214 from in vivo material and 17 from in vitro material. The best isolation
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conditions were obtained in ABM2 medium with pH 7, without dilution, the two
temperatures tested showed similar results.

91 isolates were submitted to the RAPD-PCR fingerprint technique to assess their
genetic diversity. The RAPD profiles of the isolates were grouped into 71 clusters. The
isolates referring to the profiles obtained were purified and sequenced to obtain a
partial sequence of the 16S rRNA gene. After a search in the EzBioCloud database, the
selected isolates were identified as belonging to 22 genera: Acerihabitans, Aquimarina,
Arenivirga, Arthrobacter, Aureimonas, Bacillus, Brevibacterium, Brevundimonas,
Cellulomonas, Clavibacter, Curtobacterium, Frigoribacterium, Kineococcus, Kocuria,
Marmoricola, Microbacterium, Micrococcus, Paracoccus, Rhizobium, Staphylococcus,
Sphingobacterium, Serinibacter.

In the future, it is relevant to continue the study of the tamarillo microbiome,
not only to obtain a complete identification of the isolates obtained, but also to carry
out biochemical tests in order to understand how the interactions of these endophytic

bacteria with the plant affect plant development and different metabolic pathways.

Keywords: bacterial endophytes; genotype, in vivo; in vitro; microbiome; RAPD-PCR
fingerprint; tamarillo; 16S rRNA
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INTRODUCAO

1.1 Consideracdes gerais

A biodiversidade do planeta estd ameagada e o principal culpado é aquele que,
paradoxalmente mais depende dela, o ser humano. A biodiversidade, em qualquer
regiao, cria ecossistemas constituidos por mais ou menos espécies que, coletivamente,
influenciam a evolucdo de ecossistemas individuais e, da prdpria biodiversidade global
(Benton et al., 2021). Embora a mudanga climatica tenha sido um processo constante
na terra, nos ultimos tempos, aproximadamente nos ultimos 100 anos, o ritmo dessa
variacdo aumentou consideravelmente, de maneira a fazer perigar a sobrevivéncia de
muitas espécies, a humana incluida (Arora, 2019).

De um modo geral, o impacto das mudancas climdticas é muito abrangente, mas
os seus efeitos a longo prazo sdo agora claramente visiveis no setor agricola, que
depende da producdo de alimentos e da economia do mundo. Os sistemas de producdo
de alimentos requerem uma gama diversificada de plantas, animais, bactérias e fungos,
tanto para o funcionamento direto de alimentos como para a manutengdo do equilibrio
dos agro-ecossistemas subjacentes que tornam a agricultura possivel, desde o
abastecimento de dgua até ao aumento da fertilidade do solo, polinizagdao e controlo
natural de pragas (Benton et al., 2021).

A producao agricola nos ultimos 60 anos mais do que triplicou, em grande parte
devido ao aparecimento de tecnologias que potenciaram o aumento da produtividade
e levaram a uma maior utilizacao de terrenos, agua e outros recursos naturais para fins
agricolas (Portugal Foods, 2019). No entanto, apesar deste aumento da produtividade,
segundo o Ultimo relatério sobre a seguranca alimentar global (The State of Food
Security and Nutrition in the World - SOFI), quase um décimo da populacdo mundial
passou fome em 2020, tendo este aumento sido agravado com a situacdo pandémica
causada pela COVID-19 (UNICEF, 2021). A guerra atualmente em curso na europa, tera
também um forte impacto negativo na seguranca alimentar global. O setor tera ainda
de enfrentar um crescimento mais elevado da procura, devido ao aumento populacional
esperado até 2050 (Portugal Foods, 2019), estimando-se que a populacdo mundial
chegue aos 9,7 mil milhdes de habitantes (De Wrachien et al., 2021). Desta forma, a

producdo do setor agroalimentar terd que acompanhar este crescimento, de modo a
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criar métodos avancados e eficientes para aumentar a producdo de alimentos e energia
renovavel sem, contudo, esgotar os recursos naturais (Vargas et al., 2018).

A biotecnologia é um instrumento de grande importancia no combate a fome,
que pode ajudar ndo sé a promover mais produtividade na obtenc¢do de alimentos, mas
também a utilizacdo sustentavel dos recursos agricolas, pecuarios, florestais e
pesqueiros. A Biotecnologia Vegetal, pelo seu potencial de utilizacdo e otimizagao dos
recursos vegetais, é crucial para o aumento da produgdo agricola mundial. O
aperfeicoamento destas novas tecnologias, e a sua aplicacdo ao desenvolvimento de
sistemas de propagacdo de plantas, apresenta-se como uma area com inumeras
potencialidades e possibilidades de exploracdo cientifica e socioecondmica (Canhoto,
2010).

E neste contexto que o Laboratério de Biotecnologia Vegetal do Centro de
Ecologia Funcional da Universidade de Coimbra tem vindo a desenvolver projetos no
ambito do melhoramento de plantas de algumas espécies, com particular destaque no
tamarilho, no sentido de afirmar a producdo e o consumo deste fruto exético em
Portugal. O estudo que agora se apresenta é mais uma contribuicdo nesse sentido,
tendo como principal aspeto inovador a caracterizacdo preliminar do microbioma de

tamarilho.

1.2 Tamarilho (Solanum betaceum Cav.)

1.2.1 Caraterizagdo cientifica

Solanum betaceum Cav. (syn. Cyphomandra betacea (Cav.) Sendt.) é
vulgarmente conhecida como tamarilho, tree tomato ou “tomate de la paz” (Correia et
al.,, 2011). Esta espécie foi inicialmente denominada por Solanum betaceum pelo
botanico espanhol Cavanilles (Ramirez and Kallarackal, 2019) em 1801 e posteriormente
integrada no género Cyphomandra por Sendtner, em 1845 (Guimaraes et al., 1996). No

entanto, em 1995, o género mudou novamente para Solanum, apds imensos trabalhos
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morfoldgicos, taxonédmicos, filogenéticos e etnobotanicos realizados por Bohs e seus
colegas de trabalho (Acosta-Quezada et al., 2011).

A designacdo tamarilho surgiu em 1967, na Nova Zelandia, apds um rapido
aumento da produc¢do e consumo deste fruto, o que levou a necessidade de um nome
comercialmente apelativo, que permitisse a distincdo entre este e o tomate vulgar
(Solanum lycopersicum), pertencente a mesma familia (Correia and Canhoto, 2012).

Taxonomicamente, o tamarilho pertence a familia Solanaceae sendo esta uma
das familias de plantas mais importantes economicamente, pois fornecem a
humanidade plantas de cultivo familiares como a batateira (Solanum tuberosum), o
tomateiro (Solanum lycopersicum), os pimenteiros (Capsicum sp.), a beringela (Solanum
melongena) e o tabaco (Nicotiana tabacum) (Bohs, 1989; Wang and Zhu, 2020). Além
disso, muitos medicamentos tém por base a utilizacdo de solandceas, podendo referir-

se como exemplo, os medicamentos a base de atropina (Al, 2014).

1.2.2 Origem e distribuicdo geografica

A origem exata do tamarilho é desconhecida, mas pode ser encontrado nas
regides andinas da Argentina e Bolivia (Schotsmans et al., 2011) o que parece indicar
gue pode ser origindrio numa destas areas. Da América do Sul espalhou-se para a
América Central e Sudeste Asiatico (India, Malasia, Tailandia, Indonésia e Vietnam), e
mais tarde para as ilhas portuguesas dos Acores e Madeira e para o sul da Europa (ltalia,
Alemanha, Espanha, Franca e Holanda), assim como também para Africa (Africa do Sul,
Uganda e Ruanda) (Canhoto et al., 2005; Diep et al., 2020) (Fig. 1).

No final do século XIX, chegou a Austrdlia e a Nova Zelandia (Correia and
Canhoto, 2012). Este ultimo pais é hoje, juntamente com a Colémbia, um dos principais
paises produtor e exportador de tamarilho e também é o principal local onde se
desenvolveram varios novos cultivares (Correia and Canhoto, 2012). Atualmente apenas
trés paises, Australia, Colombia e Nova Zeldndia, cultivam tamarilho com objetivos de

exportacdo (Diep et al., 2020).
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O tamarilho é uma cultura bastante adaptavel que ndo requer condi¢cdes muito
exigentes. Todavia, existem algumas limita¢des ao seu cultivo impostas principalmente
pelo vento forte; pela temperatura, ndo suporta temperaturas muito baixas
apresentando baixa tolerancia a geadas, o mesmo acontece com temperaturas muito
elevadas que lhe causam alguma sensibilidade; e pelas condi¢des do solo, pois ndo
tolera solos inundados devido ao seu sistema radicular superficial (Guimaraes et al.,
1996; Feican et al., 2016). Desta forma, sdo caracterizadas como regides ideais de cultivo
de tamarilho aquelas com temperaturas entre 18 e 22 °C, precipitacGes anuais de 600 a

800 mm e altitudes entre 1500 e 3000 metros (Bohs, 1989; Feican et al., 2016).

[l Paises de origem
. Palses onde foi introduzido

[l Frincipal produtor e
exportador

Created with mapchart.net

Figura 1 - Distribuicdo geogréfica de S. betaceum. Encontram-se destacados os paises de origem, onde foi introduzido
e o principal produtor e exportador.
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1.2.3 Descrigao morfoldgica

Em termos botanicos, o tamarilho é uma pequena arvore ou arbusto perene (Fig.
2A), de crescimento de rapido e com raizes superficiais, que pode atingir alturas de 2 a
4 metros (Canhoto et al., 2005; Ramirez and Kallarackal, 2019). As drvores comeg¢am a
produzir dentro de 12 a 18 meses apds plantio, atingindo o pico de producdoem 3 a 4
anos (Acosta-Quezada et al., 2015). As folhas apresentam cor verde, sdo grandes,
ligeiramente pubescentes em ambos os lados, alternas, pontiagudas no apice e possuem
um formato oval (Morton, 1987; Bohs, 1989).

As flores sdo perfumadas, apresentam cor branca, rosa ou lavanda e estdo
agrupadas em inflorescéncias (Fig. 2B). Nas nossas condi¢des climaticas, a floragao
ocorre entre os meses de maio e junho (Correia et al., 2009; Mavi and Uzunoglu, 2020),
por alo ou autopolinizacdo. No primeiro caso vetores abidticos como o vento ou vetores
bidticos como os insetos polinizadores para transferir o pélen (Schotsmans et al., 2011)
sdo necessarios. No entanto, a reduzida diversidade genética encontrada em
populagdes naturais parece indicar que a autopolinizagdo desempenha um papel crucial
(Pringle and Murray, 1991; Lewis and Considine, 1999). Os frutos sdao bagas com formato
oval, de exocarpo liso e com apices pontiagudos, surgindo geralmente em grupos de 3
a 12 (Fig. 2C) (Correia and Canhoto, 2012). O seu desenvolvimento leva entre 21 a 26
semanas, mas como a floracao é continua, os frutos também sao formados durante todo
o ano atingindo o pico no final do outono e inverno ( Schotsmans et al., 2011; Chen et
al., 2021). Podem encontrar-se entre 150 a 300 sementes por fruto (Mavi and Uzunoglu,
2020), estas sdo planas e redondas, podem ser consumidas, mas sdo maiores e mais

duras do que as do tomate (Correia and Canhoto, 2012).
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W (B)

Figura 2 - Solanum betaceum Cav. (A) Arvore adulta de tamarilho com frutos maduros; (B) Flores em diferentes
estados de desenvolvimento; (C) Interior de um fruto maduro, com a polpa e as sementes visiveis.

Existem varias cultivares de tamarilho que podem ser classificadas de acordo
com a cor dos frutos vermelha, amarela ou alaranjada (Fig. 3), dependendo dos
pigmentos que se acumulam na polpa e no epicarpo que apresenta uma consisténcia
espessa, rigida e sabor desagradavel. Por sua vez, o mesocarpo, é parecido com o do
tomate. A polpa (endocarpo) é sumarenta, macia, com um sabor agridoce consistente e
suculenta (Correia et al., 2009; Correia and Canhoto, 2011). Os frutos das cultivares
vermelhas sdo os mais apreciados devido ao seu sabor mais agradavel, ou seja, menos

adstringente e amargo (Chen et al., 2021).
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1cm

Vermelho Amarelo Laranja
(c1) (cs) (ce)

Figura 3 - Frutos de tamarilho de trés gendtipos existentes no Jardim Botanico da Universidade de Coimbra. (C1)
Tamarilho vermelho. (C5) Tamarilho amarelo. (C6) Tamarilho laranja.

1.2.4 Importancia econdmica

O tamarilho é frequentemente consumido fresco, mas pode ser processado em
geleia, compota, iogurte, gelado, sumo e até em licores (Fig. 4). Caracteriza-se pela sua
riqueza nutricional nomeadamente pelo seu elevado teor em fibras, vitaminas A, B6, C
e E, minerais particularmente potassio, antocianinas e compostos fendlicos, que
conferem a elevada atividade antioxidante deste fruto (Murillo-Gémez et al., 2017; Diep
et al., 2020). Apresenta baixo teor em hidratos de carbono exibindo um défice caldrico
inferior a 40 kcal. Devido ao seu alto teor de antioxidantes, pode ter propriedades
desejaveis para combater doengas vasculares, cancro, trazer outros beneficios para a
saude do figado, amigdalas, dor de garganta, prevenir doencas respiratérias e anemia
(Sinaga et al., 2018; Diep et al., 2020).

Em Portugal a planta é normalmente cultivada como ornamental de exterior,
embora tenham sido feitas algumas tentativas de exploracdo comercial desta espécie
devido aos elevados pregos (10 - 15 euros/Kg) alcancados pelos seus frutos nos
mercados (Correia et al., 2009).

Desta forma, sendo esta espécie economicamente muito interessante e com
potencial para se tornar um sucesso comercial no nosso pais, torna-se importante
otimizar a producdo desta espécie fruteira, tanto em termos quantitativos como

gualitativos.

9|Pagina



INTRODUCAO

TAMARILHO
DOCE IXTRA

Figura 4 - Exemplos de aplicagdes do tamarilho. (A) Compota (Casa de Encosturas, 2017). (B) Sumo. (C) Licor premiado
com medalha de ouro em 2017 (Casa de Encosturas, 2017). (D) Salada de tamarilho.

1.3 Propagacdo e cultura in vitro

O tamarilho pode ser cultivado usando diferentes técnicas, sejam elas
convencionais como a sementeira, estacaria ou enxertia, ou por processos
biotecnoldgicos de propagacao e cultura in vitro, que tém vindo a ser estudados e
aplicados ao melhoramento de tamarilho. Uma destas técnicas de estabelecimento da
cultura é a propagacdo por via seminal (Correia and Canhoto, 2012). Devido a facilidade
de germinacdo das sementes torna-se facil a obtencdo de plantas de tamarilho
provenientes da germinacao de sementes, sendo este um dos métodos mais utilizado

na sua propagacao.
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1.4 Microbioma

1.4.1 Origem e definigao

O conceito de microbioma foi introduzido apds as descobertas de Joshua
Lederberg, premiado com o Nobel em 1958, que utilizou o termo para descrever um
sistema de microrganismos comensais, simbidticos e eventualmente patogénicos que
residem no corpo humano (Liu et al., 2020). Na atualidade, o termo microbioma é
utilizado para se referir uma cole¢dao de genomas dos microrganismos que vivem num
nicho especifico, e o grupo de microrganismos em si mesmos, tal como bactérias,
fungos, Archaea é designado por microbiota. Em termos gerais, os microrganismos do
microbioma podem subdividir-se entre os que tém preponderantemente funcoes
associadas a nutricdo das plantas, protecdo e bioestimulacdo (Bazenga, 2021). O
microbioma vegetal consiste na populagdao microbiana total associada e nas intera¢des

gue estabelece com uma determinada espécie.

1.4.2 InteragGes do microbioma com a planta

Milhdes de anos de evolucdo levaram as plantas a desenvolver uma gama
diversificada de mecanismos para lidar com stresses bidticos e abidticos. Estabelecer
um relacionamento continuo com as bactérias, evidentemente, aumentou a capacidade
de as plantas lidarem com estes stresses, facilitando também a sua adaptacdo a
condicGes ambientais que vdo ndo apenas variando ao longo do ano, mas também
durante o ciclo de vida de uma planta ou a evolu¢do de uma espécie (Liu et al., 2017).
As bactérias podem viver tanto externamente como internamente na planta
hospedeira. As que vivem fora das plantas hospedeiras sdao designadas por epifitas,
vivem nas superficies das folhas das plantas, ou rizosféricas, aquelas que se hospedam
nas raizes das plantas no solo. Por sua vez, as bactérias que vivem e prosperam dentro

da planta hospedeira sdo chamadas de bactérias enddfitas (Afzal et al., 2019).
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Do ponto de vista dos microrganismos, a figura 5 mostra que eles se podem
agrupar em patogénicos, os que tém potencial de indu¢do de doencgas nas plantas; as
micorrizas, fungos com funcdes especificas de extensdo do sistema radicular das plantas
que facilitam a nutricdo vegetal a partir do solo; os benéficos, que promovem a

disponibilidade dos nutrientes necessarios e os saprofitas.

Filosfera / Microbioma da copa
Epifiticos / Endofiticos

Antagoglismo

Competigao Neutralismo Mutualismo

Metaorganismo

>

- 0
Rizosfera / Microbioma da raiz
Patogénicos

Bactérias
Fungos Micorrizas

e

Microfauna ECM

AMF
Benéficos
Endofiticos
PGPR
Fixadores de Azoto
PSO's

Indiferentes e saprofitos

B

-

Microfauna
Fungos
Bactérias

Figura 5 - Representagdo das fungdes dos microrganismos do microbioma (Bazenga, 2021).

1.5 Bactérias endofitas

1.5.1 Origem, importancia e vantagens

O termo “enddfitos” foi utilizado pela primeira vez por De Bary em 1866
(Basumatary et al., 2021) referindo-se a bactérias que vivem dentro de uma planta
durante um tempo da sua vida, sem causar danos aparentes no hospedeiro. Estas

bactérias podem ser isoladas de tecidos vegetais apds uma desinfe¢do superficial
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(Ferreira et al., 2008). Embora as bactérias endéfitas ocupem principalmente os espacos
intercelulares, devido a abundancia de hidratos de carbono, aminoacidos e outros
nutrientes, algumas também sdo capazes de realizar a colonizacdo intracelular (Pinski et
al., 2019). Varios estudos mostraram que as bactérias enddfitas podem, apds a
colonizacdo da rizosfera, ser detetadas no interior da endorriza, em caules, folhas, bem
como no interior de 6rgaos reprodutivos de diferentes plantas hospedeiras (Fig. 6).

A diminuicdo dos custos de sequenciagao permitiu uma analise aprofundada da
composicdo e dindmica do microbioma associado ao hospedeiro (Rodriguez et al.,
2019). Ha inumeras pesquisas realizadas em interacdes entre plantas e o microbioma,
qgue tradicionalmente se concentram nas interacdes patogénicas, no entanto, apds
varias descricOes e tentativas de avaliar a ocorréncia e o papel da diversidade
microbiana associada as plantas, apenas uma pequena fracdo dos microrganismos que
interagem com as plantas sao patogénicos (Andreote et al., 2014).

Do ponto de vista biotecnolégico, estudar um microbioma vegetal pode ser uma
ferramenta util para melhorar o setor agricola, uma vez que estas bactérias podem
conferir vantagens as plantas hospedeiras, promovendo o crescimento, produzindo fito-
hormonas, sideréforos e aumentando a resisténcia a patégenos (Nawangsih et al.,
2011). Assim, adquirir conhecimentos sobre estirpes bacterianas que estabelecem uma
relacdo simbidtica com as plantas, é o primeiro passo para atingir maiores rendimentos,

quando se trata de biotecnologia vegetal (Yang et al., 2017; Toju et al., 2019).

Endophytic bacterium 3

“root hair
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'\¥,
\ a8
()Y

\
lateral root junctions

Figura 6 - Vias de entrada das bactérias enddfitas (Singh et al., 2017).
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1.6 Obijetivos

O tamarilho tem sido amplamente estudado do ponto de vista taxondmico e
sistematico. No entanto, poucos estudos foram realizados no que diz respeito a
avaliacdo da diversidade biolégica de microrganismos que com esta espécie interatuam.
E neste sentido que os objetivos deste projeto se focam no microbioma do tamarilho,
mais propriamente nas bactérias endéfitas. Neste contexto, o principal objetivo deste
projeto visa identificar bactérias endéfitas presentes em material vegetal de tamarilho
in vitro e in vivo dos trés gendtipos existentes no Jardim Botanico da Universidade de
Coimbra. Para concretizar este objetivo, foram definidos ensaios experimentais com o
objetivo de isolar bactérias a partir de diferentes proveniéncias como folhas e
segmentos de caule. Foi também feito o isolamento a partir de material in vitro, em
condicOes assépticas, resultante de plantulas obtidas por germinacdo de sementes de
frutos maduros de tamarilho vermelho, laranja e amarelo. Tentou-se igualmente o
isolamento a partir de calo obtido in vitro pela cultura de segmentos caulinares. Apds a
extragdo procede-se ao isolamento de coldnias bacterianas obtidas e a identificagdo
através da técnica RAPD-PCR fingerprint. Esta técnica foi usada para selecionar os
isolados bacterianos com padrdes diferentes correspondentes a diferentes tamanhos
especificos para cada estirpe.

Por fim, para obter uma identificacdo completa das bactérias isoladas, recorre-
se ao gene 16S rRNA para estudar a filogenética e taxonomia bacteriana. Este tem sido
de longe o marcador genético mais comum usado por vdrias razdes: estd presente em
todas as bactérias; a sua fungdo permaneceu constante ao longo do tempo; com 1500pb
este gene é grande o suficiente para fins de informatica e continua a ser uma ferramenta

util para identificacdo bacteriana (Patel, 2001; Srinivasan et al., 2015).
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2.1 Material vegetal

Para realizar este trabalho de acordo com os objetivos delineados, foi utilizado
material vegetal de tamarilho proveniente de arvores localizadas no Jardim Botanico da
Universidade de Coimbra, nomeadamente folhas, ramos e frutos de trés arvores: C1
(frutos vermelhos), C5 (frutos amarelos) e C6 (frutos laranja), expostas as mesmas

condigdes.

As folhas e ramos foram utilizados para o isolamento de bactérias enddfitas, e a
medula, ou seja, o parénquima que ocupa a parte interna do cilindro central do caule,
foi utilizada para a inducdo de calo, e posterior isolamento de bactérias enddfitas.

As sementes retiradas dos frutos colhidos de trés arvores foram utilizadas para
a obtencdo de plantulas de tamarilho germinadas in vitro, e das quais se procedeu ao

isolamento de bactérias endodfitas.

2.2 Germinagdo de sementes

As plantulas de tamarilho foram estabelecidas por via seminal, usando sementes
de frutos maduros de arvores de tamarilho vermelho, amarelo e laranja (Fig. 7). Apds a
remocao das sementes e lavagens sucessivas com agua destilada para remover a polpa,
procedeu-se a desinfecdo com etanol a 70 % (v/v) por 30 segundos, seguida de uma
esterilizagdo com hipoclorito de cdlcio a 5 % (p/v) com 2-3 gotas de detergente
Tween20, durante 10 minutos, sob agitacdo. As sementes foram lavadas
posteriormente, em condi¢cdes assépticas na camara de fluxo laminar com fluxo
horizontal, com dgua destilada autoclavada pelo menos 3 vezes. Apds os procedimentos
de desinfecao, as sementes foram inoculadas em caixas de cultura de plastico Microbox
(0119/140+0D119/140 com filtro verde, Sac O, Deinze, Bélgica) contendo 10 mL de 1/4
de meio MS (Murashige and Skoog, 1962), suplementado com sacarose (1 %, p/v,
Duchefa Biochemie, Haarlem, Paises Baixos), com pH entre 5,6 e 5,8, ajustado com KOH

(base) ou HCI (acido), e agar como agente gelificante (0,7 %, p/v, Duchefa). Este meio foi
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esterilizado em autoclave durante 20 minutos a temperatura de 121 °C, e uma pressao
de uma atmosfera, tal como as caixas de cultura. Foram utilizadas 50 sementes por caixa

e um n=3.

As culturas foram incubadas na estufa, no escuro a 25 °C, durante 60 dias. Depois
de 60 dias nestas condicdes foram transferidas para uma camara de crescimento a 25
°C, com fotoperiodo de 16 horas de luz (15-20 umol ms 1), durante mais 30 dias. No
final foi determinada a percentagem de germinagao das sementes dos frutos das trés

arvores utilizadas.

2.3 Inducgdo de calo

Para induzir calo foi usada medula com um milimetro de espessura, de
segmentos de caule ndo lenhificados com 30 cm, de trés arvores de tamarilho vermelho,
amarelo e laranja. Apds a recolha dos segmentos de caule procedeu-se a desinfecdo e
esterilizacdo, comecando por lavar muito bem os segmentos de caule com agua
destilada. Seguiu-se a desinfecdo com etanol a 70 % (v/v) por 30 segundos e a
esterilizagdo com hipoclorito de calcio a 5 % (p/v) com 2-3 gotas de detergente
Tween20, durante 10 minutos sob agitacdo. Finalmente, em condi¢des assépticas,
enxaguaram-se os segmentos de caule trés vezes com agua destilada esterilizada. Com
uma pinca e um bisturi procedeu-se a remocao do cortex e tecidos vasculares para se
obter apenas segmentos com um milimetro de medula, facilmente distinguiveis pela sua
cor branca. Seis segmentos medulares foram inoculadas em caixas de Petri contendo 10
mL de meio MS (Murashige and Skoog, 1962) preparado tal como descrito
anteriormente mas suplementado com 3 % de sacarose. Foram testadas duas
concentragdes do regulador de crescimento (auxina) 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D;
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), 2,0 mg L'! e 5,0 mg L, e um grupo controlo sem
adicdo de 2,4-D (Fig. 7).

Foram inoculados seis segmentos de medula de cada gendtipo por caixa,
perfazendo um total de nove caixas para cada uma das condicdes de cultura. Em todas

as condicoes, as medulas foram colocadas para inducao de calo no escuro, a 25 °C,
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durante 60 dias. A figura 8, resume os procedimentos experimentais utilizados na

germinacdo de sementes e na indugdo de calo.

)
/ Controlo

2,0 mg/L 2,4-D

5,0 mg/L 2,4-D

Figura 7 - Esquema resumo da inoculagcdo de segmentos de medula em diferentes condigdes de cultura. Controlo:
meio MS com 3 % sacarose. Meio MS com 3 % sacarose + 2,4-D [2,0 mg L1]. Meio MS com 3 % sacarose + 2,4-D [5,0
mg L1].
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Germinagao de Sementes

1. Retirar as sementes
dos frutos de tamarilho
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2. Lavagem e esterilizagao
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4. Incubar na cdmara de
crescimento a 25 °C, com
fotoperiodo de 16 horas de luz

5. Sementes germinam apos 2
semanas de incubacgéo

Inducgéao de calo

1. Cortar um segmento de
caule de tamarilho

v

2. Lavagem e esterilizagéo

3. Retirar a medula e cortar em
segmentos

Cortex 0» Medula

v

4. Cultivar num meio de cultura MS
com 3% sacarose + diferentes
concentragdes de 2,4-D

5. Incubar ao escuro, a 25 °C,
durante 60 dias

6. Formagéo de calo

Figura 8 - Esquema resumo da germinagao de sementes e da indugdo de calo.
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2.4 |solamento de bactérias enddfitas

Neste ensaio foi usado como material vegetal in vivo, folhas, medula e cértex de
segmentos de caule de trés drvores de tamarilho dos trés gendtipos, e material in vitro:
plantulas estabelecidas por via seminal e calo obtido a partir da cultura de medula (Fig.
9).

Para garantir que as bactérias isoladas eram exclusivamente endodfitas, e nao
epifitas, a esterilizacdo do material vegetal in vivo foi essencial. Por outro lado, nao foi
necessaria a esterilizacdo do material vegetal estabelecido in vitro uma vez que ja se
encontrava em condi¢Ges de assepsia. Resumidamente, as folhas e os segmentos de
caule foram cuidadosamente lavados com agua destilada, desinfetados com etanol a 70
% (v/v) por 30 segundos, esterilizados com hipoclorito de célcio a 5 % (p/v) com 2-3
gotas de detergente Tween20, durante 10 minutos sob agitagdao e finalmente
enxaguados trés vezes com dgua destilada estéril.

Na fase seguinte, cada material vegetal foi macerado num almofariz esterilizado
com 10 mL de tampdo PBS (10 mM, pH 7,2) e filtrado através de gaze esterilizada para
remover os restos vegetais. Foram preparadas varias diluicdes (10, 102, 103),
adicionando 4,5 mL de tampdo PBS e 500 pL do filtrado. Por fim, 100 pL de cada diluicdo
foram inoculados em caixas de Petri (9 cm) contendo meio ABM2, R2A e LB com a
seguinte composicdo para 1 L de meio: 5 g de extrato de levedura, 5 g de triptona, 1 g
de sal monopotassico do acido a-cetoglutarico, 15 g de agar, 100 ml de solucdo de
macronutrientes [10x], 10 ml de solucdo de micronutrientes [100x] para o meio ABM2
(Tiago et al., 2004); 0,5 g de extrato de levedura, 0,5 g de proteose de peptona, 0,5 g
de caseina hidrolisada, 0,5 g de glicose, 0,5 g amido, 0,3 g fosfato dipotassico, 0,024 g
sulfato de magnésio, 0,3 g piruvato de sddio, 15 g de agar para o meio R2A (Reasoner
and Geldreich, 1985); 10 g de triptona, 5 g de cloreto de sddio, 5 g de extrato de
levedura, 15 g de agar para o meio LB (Lennox L agar, Invitrogen). O pH dos trés meios
de cultura foi ajustado para 5,5, 7,0, e 8,5, com solucdes de tampao Citrato, Fosfato de
Sédio e Tris, respetivamente. As culturas foram realizadas a duas temperaturas

diferentes, 20 e 30 °C durante 15 dias. A Ultima agua da lavagem foi inoculada nos meios
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usados sob as condicdes de cultura definidas, para confirmar a eficiéncia da
esterilizacao.

Depois de testar e analisar as melhores condi¢des de crescimento de bactérias
de tamarilho em material vegetal in vivo, estas foram aplicadas para o material vegetal
in vitro de modo a economizar recursos e tempo. Deste modo, a cultura de enddfitos do
material in vitro, foi inoculada em meio ABM2 com pH 7,0 e com pH 8,5 incubadas a 20

°C, e em meio LB exatamente nas mesmas condicdes.

2.4.1 Isolamento e conservagao de bactérias

As coldnias de bactérias foram selecionadas com base em caracteristicas
morfolégicas, e isoladas em meio LB com pH 7 e mantidas a 20 °C. Os isolados
bacterianos foram sujeitos a sucessivas repicagens até obter coldnias purificadas.

Para armazenamento a longo prazo das culturas bacterianas obtidas, cerca de 10
uL de amostra de bactéria foi homogeneizada em 1 mL de glicerol a 30 % (v/v), em

criotubos e armazenadas a - 80 °C.

22| Pagina



MATERIAL E METODOS

1. Folhas, medula + cértex, calo e plantulas lavadas e esterilizadas

3. Filtragao
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5. Espalhar no meio 100 puL de cada diluigao
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6. Incubar a 20 °C e 30 °C

Figura 9 - Esquema resumo do isolamento de endéfitas de tamarilho.
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2.5 Identificacdo de bactérias endofitas

2.5.1 Extracao do ADN

Para a extragdao do ADN das coldnias bacterianas, foi inicialmente preparado um
lisado bruto de uma coldnia de bactérias por ressuspensao de cerca de 1 uL de bactéria
em 50 pL de NaOH 0,5 M, aquecido no termobloco a 95 °C por 4 minutos e
imediatamente arrefecido em gelo por 10 minutos. De seguida, as amostras foram
centrifugadas a 10.000 g (5 min.), e o sobrenadante foi recolhido e armazenado a -20 °C

num procedimento adaptado de Wiedmann-Al-Ahmad et al., 1994.

2.5.2 RAPD-PCR fingerprint

Para avaliar a diversidade genética dos isolados bacterianos, realizou-se um
RAPD-PCR usando o primer OPA-03 (5'-AGTCAGCCAC-3') (Costa et al., 2005), sintetizado
pela StabVida (Oeiras, Portugal). As reacdes de amplificacdo continham 1 x NZYTaq Il 2
x Green Master Mix (NZYTech, Oeiras, Portugal), 0,2 mM de primer e 50 ng ADN, num
volume total de 25 uL por reacdo. As amostras foram amplificadas num termociclador
Arktik™ Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) nas seguintes
condicBes: 5 minutos a 94 °C para ocorrer a desnaturacao inicial das cadeias de DNA,
seguido de 45 ciclos a 1 minuto a 94 °C (desnaturac¢do), 1 minuto a 39 °C promovendo o
annealing do primer, 2 minutos a 72 °C para a extensao inicial e 7 minutos a 72 °C para
a etapa final da extensao.

Os produtos de PCR foram examinados por eletroforese em gel de agarosea 2 %
(p/v), corado com GreenSafe Premium (NZYTech).

Os produtos de PCR foram carregados no gel juntamente com o marcador de
peso molecular (Ladder VI, NZYTech), e as condi¢des da corrida foram programadas para
70V por 180 minutos. Os agrupamentos foram formados por inspecao visual com base
na similaridade e intensidade da fluorescéncia de cada banda observada nos perfis

RAPD, ou seja, o numero e o peso das bandas quando comparadas entre si e com o
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marcador de peso molecular. O gel foi depois observado num Gel Doc XR+ (BioRad, EUA)
para visualizar a similaridade das bandas entre amostras e agrupa-las de acordo com os
perfis RAPD que apresentam, isto €, o numero e o peso das bandas quando comparadas
entre si e com o marcador de peso molecular. Os isolados com o mesmo perfil RAPD

foram consideradas da mesma espécie.

2.5.3 Andlise filogenética

As analises filogenéticas foram realizadas nos isolados bacterianos
representativos de cada perfil obtido com base na analise por RAPD-PCR. Os isolados
foram identificados com base na sequéncia do gene 16S rRNA (aproximadamente 1500
pb) amplificada por PCR, usando os primers 27F (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') e
1525R (5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3') (Rainey et al., 1996), sintetizados pela StabVida.

As reagdes de amplificagdao continham 1 x NZYTaq Il 2 x Colorless Master Mix
(NZYTech), 0,2 mM de cada primer e 50 ng ADN, num volume total de 50 uL por reacdo
e sob as seguintes condi¢des: 95 °C por 5 min, seguido de 30 ciclos a 95 °C por 1 min,
hibridizagdo a 55 °C por 1 min e extensao a 72 °C por 2 min, antes de uma extensao final
a 72 °Cpor 10 min. Os produtos de PCR foram purificados e sequenciados pela StabVida,
utilizando o prim