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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

xviii | Pagina



1Introducao




INTRODUCAO

2|Pagina



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.
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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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3. Cultivar num meio de cultura
Ya MS com 1% sacarose

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.
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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

S
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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 primer 519R (5'-GWATTACCGCGGCKGCTG-3') (Turner et al., 1999) para
obter uma sequéncia parcial.

As sequéncias foram editadas manualmente usando o SnapGene Viewer (GSL
Biotech, San Diego, CA, EUA) e comparadas com os dados disponiveis da base de dados
EZBioCloud versdo 2021.07.07 (Yoon et al., 2017). As sequéncias obtidas do EZBioCloud
com mais de 97 % de similaridade com as sequéncias parciais dos nossos isolados foram
usadas para analise filogenética e alinhados usando o ClustalW 2.1 (Thompson et al.,
1994) no MEGA (versdo 11.0 para Windows 11) (Kumar et al., 2018). Esta operacdo foi
feita para cada género bacteriano individualmente. Os modelos de substituicao de ADN
mais adequados foram avaliados usando a fung¢do “find best DNA/Protein Models (ML)”
no MEGA, implementando o método estatistico Maximum Likelihood (ML) para testar a

gualidade do ajuste a varios modelos de evolugdo. De acordo com os valores estimados
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de todos os pardametros para cada modelo, o modelo que melhor se ajustou ao conjunto
de dados das sequéncias parciais do gene 16S rRNA foi Jukes-Cantor e gama-distribuido
(+G) (=JC+G) para Microbacterium e Jukes-Cantor (=JC) para Arthrobacter e
Frigoribacterium. A figura 10, resume os procedimentos experimentais utilizados na

identificacdo de bactérias enddfitas.

2.6 Andlise estatistica

As taxas de germinacdo de sementes e de inducdo de calo apresentadas neste
trabalho, foram analisadas através de ANOVA de duas vias (GraphPad Prism v. 9.0.0 para
Windows, San Diego, CA, EUA), seguido por um teste de comparacao multipla de Tukey
(p < 0,05), para comparar os trés genotipos e os diferentes tratamentos. Os valores sao
dados como média + desvio padrao de trés réplicas (N=50) para a germinacdo de
sementes de tamarilho vermelho, amarelo e laranja e nove réplicas (N=6) para a indugao
de calo de medula de tamarilho vermelho, amarelo e laranja em trés diferentes

condi¢des de cultura (controlo, 2,0 mg Lt e 5,0 mg L?).
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1. Crescimento e contagem das colénias de bactérias
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Figura 10 - Esquema resumo da identificagdo de bactérias enddfitas de tamarilho.
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3.1 Germinagdo de sementes

50 sementes de frutos maduros de arvores de tamarilho: C1 (fruto vermelho), C5
(fruto amarelo) e C6 (fruto laranja), foram germinadas a fim de se obter plantulas sob
condicbes in vitro. Ndao se observou a ocorréncia de contaminagcdes durante este
procedimento, o que indica que o método de esterilizagao foi eficaz.

Num primeiro ensaio, as culturas de sementes foram colocadas a germinar ao
escuro, a 25 °C, durante 60 dias. Nao houve germinacao das sementes de tamarilho
vermelho (C1) nem de tamarilho laranja (C6) no decorrer deste periodo, porém algumas

sementes de tamarilho amarelo comecaram a desenvolver radicula, sob condicdes de

auséncia de luz (Fig. 11).

Vermelho (C1) Laranja (C6) Amarelo (C5)

Figura 11 - Sementes inoculadas em caixas de cultura contendo meio MS. A - Tamarilho vermelho (C1), B - tamarilho
laranja (C6) e C - tamarilho amarelo (C5). Todas as culturas foram incubadas durante 60 dias no escuro, a 25 °C.

As culturas de sementes que estavam inicialmente no escuro, foram transferidas
para a camara de crescimento a 25 °C, com fotoperiodo de 16 horas de luz (15-20 pmol
m-2s "1). Apds oito dias de exposicdo a luz, as sementes dos trés gendtipos iniciaram o
processo de germinacdo (Fig. 12). O procedimento adotado permitiu obter plantulas de

tamarilho vermelho, amarelo e laranja apds 30 dias de cultura a luz (Fig. 13).
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Vermelho (C1) Laranja (C6) Amarelo (C5)

Figura 12 - Sementes inoculadas em caixas de cultura contendo meio MS. A - Tamarilho vermelho (C1), B - tamarilho
laranja (C6) e C - tamarilho amarelo (C5). Culturas com oito dias de incubagdo na camara de crescimento a 25 °C, com
fotoperiodo de 16h de luz.

Vermelho (C1) Laranja (C6) Amarelo (C5)

Figura 13 - Sementes inoculadas em caixas de cultura contendo meio MS. A - Tamarilho vermelho (C1), B - tamarilho
laranja (C6) e C - tamarilho amarelo (C5). Todas as culturas foram incubadas durante 30 dias na cdmara de crescimento
a 25 °C, com fotoperiodo de 16h de luz.

Na auséncia de luz, apenas as sementes tamarilho amarelo iniciaram o processo
de germinagcdao com uma taxa média de germinacdo de 5 + 1,15 %. No entanto, quando
expostas a luz as sementes dos trés genodtipos de tamarilho apresentam taxas de
germinagdo de 75 £ 4,62 % para tamarilho vermelho, 80 + 8,00 % para tamarilho amarelo

e 77 £ 5,03 % para tamarilho laranja (Fig. 14).
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Figura 14 - Taxa de germinagdo de sementes (%) de tamarilho vermelho, tamarilho amarelo e tamarilho laranja sob
condigBes de cultura com auséncia e presenga de luz. Os resultados foram apresentados como média + desvio padrdo
(N=50). Letras diferentes representam valores estatisticamente distintos pelo teste de Tukey (p < 0.05).
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3.2 Inducdo de calo

Apds 60 dias de cultura, as condi¢gdes experimentais para as quais se observou
maior evolucdo da formac3o de calo foram quando se utilizou o meio MS + 5,0 mg L' de
2,4-D, em todos os gendtipos (Fig. 15). Nao foi observada indugdo de calo nas caixas
com meio MS controlo nem em MS + 2,0 mg L'* de 2,4-D nos trés gendtipos (Fig. 16).
Verificou-se ainda que a taxa de inducdo de calo foi considerdvel para o tamarilho
vermelho, com taxa média de inducdo de 31 + 39,48 %. De acordo com o teste
paramétrico de Tukey houve uma diferenca significativa entre o tamarilho vermelho do
meio MS + 5,0 mg L'! de 2,4-D e os restantes gendtipos, has mesmas condicbes de
cultura e também relativamente as restantes condicGes testadas (controlo e MS + 2,0

mg L de 2,4-D).

Controlo 2,0 mgL?! 2,4-D| 5,0mglL?* 2,4-D

b

2 “‘
o,

C6

Figura 15 - Indugdo calo em segmentos de medula de tamarilho vermelho (C1), tamarilho amarelo (C5) e tamarilho
laranja (C6) em diferentes condigdes de cultura. Controlo: meio MS com 3 % sacarose. Meio MS com 3 % sacarose +
2,4-D [2,0 mg L't]. Meio MS com 3 % sacarose + 2,4-D [5,0 mg L1].

34|Pagina



RESULTADOS

80
a

g Il Vermelho
o 60 Laranja
AT
s
3 b Amarelo
£ 40-
S b
(7]
% 20—
- b

0 T T T

Controlo 2mg Lt 5mg Lt

Meio de cultura

Figura 16 - Taxa de inducdo de calo (%) de tamarilho vermelho, tamarilho amarelo e tamarilho laranja em diferentes
condigBes de cultura. Meio MS com 3 % sacarose + 2,4-D [2,0 mg L'1]. Meio MS com 3 % sacarose + 2,4-D [5,0 mg L]
Os resultados foram apresentados como média * desvio padrdo (N=9). Letras diferentes representa valores
estatisticamente distintos pelo teste de Tukey (p < 0.05).

3.3 Isolamento de bactérias enddfitas

Um total de 231 isolados de bactérias foram obtidos a partir de material vegetal
in vitro e in vivo, nomeadamente de cdrtex, medula, folhas e plantulas. De referir que
ndo se obtiveram isolados de bactérias enddfitas a partir da inducdo de calo com origem
na medula caulinar.

O numero de isolados de bactérias proveniente de material vegetal in vivo foi
superior quando isoladas a partir do cértex, com um total de 126 isolados (Fig. 17). No
gue diz respeito aos gendtipos amostrados, o tamarilho vermelho que apresentou um
valor superior (90 isolados) comparativamente com o amarelo e laranja que
apresentaram apenas cinco e 31 isolados respetivamente (Fig. 17).

Quando se usou como material de partida a medula caulinar, verificou-se que o
numero de isolados foi maior a partir do tamarilho laranja (61), enquanto a partir de
tamarilho vermelho se obtiveram apenas 19 isolados. Ndo se obtiveram isolados de

bactérias no tamarilho amarelo a partir de explantes de medula. O mesmo também se
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verificou com o tamarilho vermelho quando se tratou de isolados a partir de explantes
foliares. Neste tipo de drgdo registou-se sempre um baixo niumero de isolados de
bactérias nos explantes foliares, com apenas quatro isolados em tamarilho amarelo e

laranja (Fig. 17).
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Figura 17 - Numero de isolados de bactérias obtidos do cortex, folhas e medula de tamarilho vermelho, tamarilho
laranja e tamarilho amarelo.

Um total de 105 isolados foram obtidos no meio ABM2, sendo que 59 foram
provenientes de tamarilho vermelho e 42 de tamarilho laranja. O meio LB e o meio R2A
obtiveram um numero aproximado de isolados, 67 e 42 respetivamente. A partir destes
dois meios, para LB foram obtidos 28 isolados provenientes de tamarilho vermelho e 35
de tamarilho laranja. Para o meio R2A, 22 isolados foram obtidos de tamarilho vermelho
e 19 de tamarilho laranja. Um nimero semelhante de isolados de tamarilho amarelo foi
obtido nos trés meios, com quatro isolados para o meio ABM2 e LB, e apenas um para
R2A (Fig. 18).

Quanto ao pH, o nimero de isolados obtidos foi superior em pH 7, com um total
de 136 isolados obtidos, no entanto, foram obtidos 11 e 67 isolados para pH 5,5 e 8,5,

respetivamente (Fig. 19). No parametro dilui¢do (Fig. 20), o nimero de isolados obtidos
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foi superior para SM, com um total de 172 isolados de bactérias, contudo, na primeira
diluicdo (10!) foram obtidos 36. Na segunda (102) e na terceira (103) dilui¢cbes o
crescimento de bactérias foi praticamente nulo. Por fim, quando se compararam as duas
temperaturas, os resultados mostraram que nao havia diferengas acentuadas entre elas

(Fig. 21).
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Figura 18 - Numero de isolados de bactérias obtidos em cada meio de cultura: ABM2, LB e R2A de tamarilho vermelho,
tamarilho laranja e tamarilho amarelo.
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Figura 19 - Nimero de isolados de bactérias obtidos em diferentes pH: 5,5, 7, 8,5 de tamarilho vermelho, tamarilho
laranja e tamarilho amarelo.
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Figura 20 - Nimero de isolados de bactérias nas diferentes dilui¢des (mL): Solugdo Mae, 101, 102 e 103 de tamarilho
vermelho, tamarilho laranja e tamarilho amarelo.
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Figura 21 - Numero de isolados de bactérias obtidos nas duas temperaturas (°C): 20 °C e 30 °C de tamarilho vermelho,
tamarilho laranja e tamarilho amarelo.

Numa andlise geral ao numero de isolados de bactérias obtidos das trés arvores
de tamarilho presentes no Jardim Botanico da Universidade de Coimbra, do tamarilho
vermelho (C1) foram isoladas 109 colénias de bactérias, do tamarilho laranja (C6) 96 e
do tamarilho amarelo (C5) apenas nove (Fig. 22). A figura 27 A e B sdo exemplos de

coldnias de bactérias endofitas obtidas de material vegetal in vivo.
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Figura 22 — Numero de isolados de bactérias extraidos de cada arvore de tamarilho: (C1) Tamarilho Vermelho, (C5)
Tamarilho Amarelo e (C6) Tamarilho Laranja.
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Depois de testar e analisar as melhores condigdes de crescimento de bactérias
de tamarilho em material vegetal in vivo, estas foram aplicadas para o material vegetal
in vitro. Um total de 17 bactérias enddfitas foram isoladas de plantulas estabelecidas in
vitro, dos trés genétipos. Um nimero semelhante de isolados foi obtido nos dois meios,
nos dois pH testados e nas duas diluicdes (SM, 10) (Fig. 23-25). Deve também referir-
se que o tempo de incubagdo das bactérias do referido material vegetal, foi inferior
comparativamente com o do procedimento anterior, uma vez que apds uma semana de

incubacdo se verificou crescimento bacteriano (Fig. 27 C e D).
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Figura 23 - NUmero de isolados de bactérias obtidos em cada meio de cultura: ABM2 e LB de plantulas obtidas por
germinacdo de sementes de frutos de tamarilho vermelho, tamarilho laranja e tamarilho amarelo.
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Figura 24 - Nimero de isolados de bactérias em pH: 7 e 8,5 de plantulas obtidas por germinagdo de sementes de
frutos de tamarilho vermelho, tamarilho laranja e tamarilho amarelo.
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Figura 25 - NUumero de isolados de bactérias nas diferentes diluigdes (mL): Solugdo Mae, 101, de plantulas obtidas
por germinagao de sementes de frutos de tamarilho vermelho, tamarilho laranja e tamarilho amarelo.
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Em geral, estes resultados indicam, que o gendtipo que apresentou maior
numero de isolados de bactérias a partir de plantulas de sementes de tamarilho
germinadas, foi o tamarilho amarelo (C5) com 11 isolados. Tanto o tamarilho vermelho

(C1) como o tamarilho laranja (C6) obtiveram trés isolados cada (Fig. 26).

[7,]
2 15+
) Il Vermelho
Amarelo
10 Laranja

Numero de isolados de bact

5_
0- T 1
C1 C5 cé6
Gendtipo

Figura 26 - Nimero de isolados de bactérias extraidos de cada arvore de tamarilho: (C1) Tamarilho Vermelho, (C6)
Tamarilho Laranja e (C5) Tamarilho Amarelo.

Um total de 231 colénias de bactérias foram isoladas com base nas
caracteristicas morfolégicas (Fig. 27), contudo, devido a contaminacdes e a ndo se
replicarem apds repicagens sucessivas, foi apenas possivel purificar 151 para extragdo

do ADN (Fig. 28).

Figura 27 - Coldnias bacterianas obtidas a partir de material de tamarilho. A e B a partir de material vegetal in vivo;
C e D a partir de material vegetal in vitro.
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Figura 28 - Coldnias bacterianas obtidas a partir de material de tamarilho. A e B a partir de material vegetal in vivo;
C e D a partir de material vegetal in vitro.

Dos 151 isolados, 139 foram obtidos de material in vivo, enquanto os outros 12
de material in vitro. Tendo em conta as condicdes em que cada isolado foi obtido
(explante, meio, pH, temperatura e diluicdo) foram selecionados 91 isolados, 83 de
material in vivo, e oito de material in vitro para andlise por RAPD-PCR. Perfis RAPD foram
obtidos para todos os 91 isolados e agrupados em 71 clusters. A maioria dos perfis RAPD
(64) eram unicos. Um perfil foi formado por seis isolados e outro por trés (Fig. 29),

enguanto os restantes cinco por dois isolados.

RedhilSA Perfil 35 Perfil 36 Perfil 37 Perfil 38 Perfil 39

215 218 219§ 2209222223 p22 4 5 |23 27 13
N
— e e e fe
e o

Figura 29 - Exemplos de Perfis RAPD, agrupados (Perfil 34 e 37) e unicos (Perfil 35, 36, 38 e 39).
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Foram obtidos um total de 69 perfis RAPD para os isolados bacterianos de

material vegetal in vivo e apenas dois de material in vitro (Fig. 30).

27,7 _ Isolados (média) 2,7
» I o || 2
‘ o 23 [ r-isrreo medie) | 0,7 |
o3 NG - o (cnicos) | 1 ‘;ﬁ‘?ﬁ in vitro

In vivo A

Figura 30 - Numero de isolados, perfis RAPD dos isolados bacterianos endofititos de material vegetal de tamarilho in
vivo e in vitro.

Apods purificacdo e sequenciacao dos produtos de PCR, a sequéncia parcial obtida
e tratada foi comparada com os dados disponiveis da base de dados EzBioCloud, que
indicou valores de similaridade acima dos 97 % praticamente em todos os isolados,
permitindo ter uma identificacdo prévia das bactérias enddfitas isoladas de tamarilho
(Tabela 1). Os isolados selecionados para amplificacdo e sequencia¢do do gene 16S rRNA
pertencem 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).
Comparando as duas bases de dados (NCBI e EzBioCloud) houve correspondéncia na
maior parte dos géneros das bactérias, por outro lado, a espécie nao foi totalmente

similar, mas ainda assim houve casos correspondentes.
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Tabela 1 - Identificagdo preliminar dos géneros dos isolados de bactérias enddfitas, obtida por similaridade com as sequéncias das

bases de dados NCBI e EzBioCloud.

Espécies (NCBI nimero

EzBioCloud (sequéncia

Similaridade da

Perfil RAPD Isolados de acesso) parcial 165) base fie dados
EzBioCloud

1 $b132 AJ\;’;’;’ ;’gg 1’2‘?1")” Arenivirga flava (LC203064) 97,78
) Sb135 Mlcrogzﬁ:;g;r;.olx)ydans Mlcrobact&l;t;rﬂlll;;uefaaens 98 68
3 Sb137 Mlcro(tgbc;g;rznlf)lx)ydans Mlcrobact(t)e(r7u7l;n4/:‘c)1uefaaens 98 89
4 Sb139 Ser/(r:(/:g;t(‘)ezrgcg‘clt)lcus Sen?f:g;f)rz ggc)tlcus 96,02
> Sb141 phy//osA;,/;Z::JZC:fggglz46.1) phy//o,\sﬂ,;;rc:oebrzcetf/:ljuzr;7840) 29,78
o w517
7 Sb146 A(ﬁ'g ;’gg 1’2‘_’1")" Arenivirga flava (LC203064) 98,24
s s Meebeploun bl o

9 Sb151 M/cro?ggzigzz‘lsf)mcola Mlcr(olfl\(;ét;glgug )hortl 96,41
10 Sb155 M/(c'\r/lo’\l;)clysge;rgéﬁ )sp. M/croba(cgz;uzrg 7rfg)/odurans 99,3

1 Sb156 ph yllos,\:;;::rbaicff'lr'lzug598. 1) ph yllol\sﬂ,;;rc;):rzc:z’f\lJuZ,;7840) 98,9

i e 56
13 Sb160 Mlcrofg;éiquoj.‘i;lorum Aqu:rrzj:lgglggit;;llytlca 60,13
T i O i
15 Sb164 Arthrobacter sp. (1X164053.1) Ar th&;gzggg;;’b e 98,02
16 Sb167 f/accumcjl:c:z?et;)ic(t EIQI(SIEZSQ. 1) f/accu%giianit?zg:zzog) 99,12
17 Sb168 M/cro(l:;ijc;ggrznlfnlx)ydans M/crobactgz;t;r&lz/‘c)]uefaaens 98,46
W ewps  Peebeine e s
I A R
20 $b178 K‘za’ggé é’;"; 'i’;’a Kocuria arsenatis (KM874399) 99,32
1 $b179 Ser:(:zl;g;gezrgcgclt)/cus Ser:rz:f;g;;rz (;;C)UCUS 99,56
2w A aecse g
23 Sb186 M/crof)lé:chie;gZT;i;nco/a M/crznlg\tjlgt;g:g )hort/ 95,93
0w oo et oo
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Tabela 1 - Identificagdo preliminar dos géneros dos isolados de bactérias enddfitas, obtida por similaridade com as sequéncias das

bases de dados NCBI e EzBioCloud.

5w sy,
% sbio1 e
27 Sb194 ph yllogézzfaicff;;Jg 598.1) ph yllol\sﬂp,;,:ebrzcet‘(?prj Jqu;178 40) 99,12
28 Sb198 phyllosl\::c::rlz;c:fglgw&l) phyllol\s/:;;’:zgzzn(%uz,;m()) 99,11
I A
0 sb20s e e
! e vt Vi
32 Sb211 A(’:"g ;’é’;’ﬁt’lf -19/)0 Arthro(t;(cécot;:1 g)ascens 08,65
33 sb214 Bacillus sp. (JF683265.1) O e‘”’b“iir &JZ 1; ’;ﬁg; itolerans 08,96
34 $b219 Bacillus pumilus (CP054310.1) Baciﬁlgfr ;’8‘;’8%2’6%“5"5"5 99,59
R R
36 Sb004 MI(CIZ ‘;f;;;;fégz)sp- M/crobc;;tsfeuln:3 5rllvgzomatls o
37 5b023 Rhizobium sp. (MN989130.1) Rhizobium soli (EF363715) 81,49
T i

39 Sb013 Bft?(\;f:;’gigis)sp. Brev(;rglvn;:gfgo\gegg;/ans 100

S B v
. 50032 MI(C l\r/lo:fzcse;g;q)sp' hydrotl\:clecr::;)sz’cfzﬁgnzzsso) 98,21
I O e N
43 Sb045 Staml;g?:;;;l'l;)sp. Staphyl?Lcao;gg; )Warner/ 99,58
44 Sb050 MIE:I: ‘;/ll’za;geg‘ggz)sﬂ MICro(l;lef/ffgf(r)g (z)‘gsztza)ceum .,
45 Sb053 Br i;’é’g;;gggq )Sp- Brew?:gezgzrgs;e/ere 091

46 Sb056 Fr 'GZZZZZCZTEQ:T)SP- Fflg(];j‘ﬁ)\cllg;%r(l)térg6j;a)en/ 08,42
47 Sb058 Fr ’g(féﬁ‘;;f;-’le{flr; sp. F"?Eff%i%ﬁ%'gsﬁem 0796
- sy it
o e Momeme  MOmSmEe e
50 Sb049 M";j "zlblgcgsez ’;JT) sp. M/croba(;t;{letsjlrg Srilw;zomat/s 97.55
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bases de dados NCBI e EzBioCloud.
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Microbacterium sp.

Microbacterium

o 30087 (MH127587.1) hydrothermale (HM222660) 97,52
e T < i
>3 5b072 Rhizobium sp. (HE652094.1)  Rhizobium soli (EF363715) 97,82
54 Sb076 M’(C'\’/I Ol\ll’;’;;f;" ;lén‘i )SP- Mlcrobazrégguzrg 7r¢1:1:)lodurans 99,76
e
S v s v A
IR N
0 s Mol Meam e
T s OO O
60 Sb093 Micr Of’;}:i(;gzzﬂ;;rncola Mlcrzg\(jlc;t;gglslz )hOI"tI -
61 5b095 Yersinia sp. (FM161638.1) Acer é’l\’/‘l’lﬁ;t:;’i o )bor is 56,61
o wes | Mengme | Moo
o e e oo
v
I v R
66 Sb117 Fa/s:rhoiflﬁg;';cezrsig?/ﬁtolerans Paracoca(;: ét;ez\;/glstf)oyvorans 97,61
A A
i B R v e il
* o My wessse
oL e “wvssessaty s
71 Sb131 Microbacterium pumilum Microbacterium 98,88

(KC213957.1)

saccharophilum (AB736273)

Arthrobacter, Frigoribacterium e Microbacterium foram os géneros mais

representados compreendendo seis, sete e 33 isolados com igual nimero de Perfis

RAPD,

respetivamente

(Fig. 31-33).

Dos géneros Arenivirga,

Brevibacterium,

Brevundimonas, Curtobacterium, Rhizobium e Serinibacter, foram obtidos dois isolados.
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Finalmente, um isolado foi obtido de cada um dos seguintes géneros: Acerihabitans,
Aquimarina, Aureimonas, Bacillus, Cellulomonas, Clavibacter, Kineococcus, Kocuria,

Marmoricola, Micrococus, Paracoccus, Staphylococcus e Sphingobacterium.

Arthrobacter

Sb 126
Q

Sb 188

97

Sb 183

I Sb 119

Sb 211

Sb 164

0.01

Figura 31 - Arvore filogenética obtida do género Arthrobacter, baseada na sequéncia parcial tratada e alinhada do
gene 16S rRNA usando o modelo Jukes-Cantor (=JC).
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Frigoribacterium
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Figura 32 - Arvore filogenética obtida do género Frigoribacterium, baseada na sequéncia parcial tratada e alinhada
do gene 16S rRNA usando o modelo Jukes-Cantor (=JC).
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Microbacterium
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Figura 33 - Arvore filogenética obtida do género Microbacterium, baseada na sequéncia parcial tratada e alinhada do
gene 16S rRNA usando o modelo Jukes-Cantor e gama-distribuido (+G) (=JC + G).
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4.1 Germinag¢do de sementes

A germinacdo de sementes de tamarilho é um método facil de se realizar,
obtendo-se, em regra, elevadas taxas germinativas (Correia e Canhoto, 2012). Contudo,
€ comum em solanaceas, familia a que pertence o tamarilho, ocorrer uma germinagao
lenta e irregular das sementes. Esta caracteristica deve-se ao facto de nao existir
uniformidade na germinacdo, causada pela dorméncia (Kosera Neto et al., 2015). A
dorméncia presente nas sementes é uma resposta evolutiva para impedir a germinagao
até as condicdes ambientais serem apropriadas (Torres-Gonzalez, 2019).

No ensaio realizado ndo foi usada qualquer técnica de quebra de dorméncia das
sementes, uma vez que estas foram retiradas de frutos frescos, previamente colhidos
de arvores selecionadas, e imediatamente estabelecidos no meio de cultura, apds
lavagem e esterilizacdo. Porém, num primeiro ensaio, foram incubadas na estufa ao
escuro, a 25 °C, durante 60 dias, e a taxa de germinacdo foi de 0 %. Este resultado foi
constatado por Salgado-Pirata (2020), que mostrou que nenhuma semente de tamarilho
germinou na auséncia de luz. Uma das causas para ndo ter ocorrido a germinacdo nestas
condicbes, deve-se ao facto de nao terem sido aplicadas técnicas para quebrar a
dorméncia das sementes, pois de acordo com Morton (1987), um método para acelerar
o0 processo de geminacdo das sementes de tamarilho passa por, apds lavagem e
esterilizacdo, estas serem armazenadas no frio 24h antes de serem estabelecidas no
meio.

No entanto, apds as culturas de sementes passarem para a camara de
crescimento a 25 °C, com fotoperiodo de 16 horas de luz (15-20 pmol m2s?), as
sementes iniciaram o processo de germinacdo ao fim de uma semana expostas a estas
condicOes, o que reforca a ideia de que a presenca de luz é essencial para a germinacgao
das sementes de tamarilho. Este comportamento diverge dos resultados apresentados
por Maciel et al. (2018) que mostraram que o tempo de germinacdo das sementes de
tamarilho é semelhante na auséncia e na presenca de luz. Diferencas. Os gendtipos
utilizados podem explicar estas discrepancias. Todavia, os resultados deste ensaio
apresentaram taxas de germinagao superiores a 72 % em todos os gendtipos quando

expostas a luz num periodo de 30 dias de incubacdo. Estes resultados sdo corroborados
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por (Neto et al., 2015), que verificaram que sementes obtidas de frutas frescas
apresentam maior taxa de germinag¢ao quando expostas a luz. Além disso, (Neto et al.,
2015) e (Torres-Gonzalez, 2019), afirmam que as sementes de tamarilho apresentam
dorméncia fisioldgica, isto é, na presenca de fatores inibidores ou auséncia de
promotores, impedem que ocorra a germinagao, o que pode ser quebrado com sucesso

expondo as sementes a luz.

4.2 Indugao de calo

Varios fatores condicionam e afetam a inducdo de calo: o meio de cultura; o tipo
de explante; o gendtipo da planta dadora e as condi¢Ges de cultura sdao parametros a
ter em consideracdo (Thorpe and Stasolla, 2001). A composi¢cdo do meio de cultura é
considerada um dos fatores mais importantes. A composicao varia de espécie para
espécie e, mesmo dentro de uma espécie, de acordo com o explante (parte da planta)
em que a indugdo ird ser feita. S3o varios os elementos constituintes do meio que se
podem fazer variar quer qualitativa quer quantitativamente. A composicao hormonal e
os hidratos de carbono sdo dos parametros mais relevantes. A auxina mais utilizada para
obtencdo de calo no tamarilho é o 2,4-D, dai que se tenha selecionado para os nossos
ensaios. Os hidratos de carbono principalmente a sacarose, tém-se revelado, em
algumas espécies, como potenciadora da resposta embriogénica (Canhoto, 2010).

Neste estudo ndo foi possivel determinar se o calo induzido era embriogénico,
uma vez que requeria mais ensaios teste, e ndo fazia parte dos objetivos do projeto.
Poder-se-ia ter também testado uma combinacdo de auxina e citocinina, embora esta
ultima, por norma, afetem a capacidade embriogénica (Corredoira et al., 2019).

Os resultados obtidos mostraram que a medula de tamarilho é um tecido com
potencial para obtencdo de calo e futuros ensaios de morfogénese. No entanto, as
condicGes necessitam de ser otimizadas, para que possa ser possivel manipular este
tecido como se faz noutras solanaceas, como por exemplo, na medula da planta do

tabaco (Canhoto, 2010).
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4.3 |dentificagdo de bactérias enddfitas

Os microrganismos podem colonizar diferentes partes das plantas e prosperar
nas superficies externas, bem como no interior dos orgdos vegetais. Neste estudo,
explordmos o microbioma in vivo e in vitro de explantes de tamarilho de trés arvores
diferentes. Os trés diferentes meios utilizados mostraram-se eficientes para o
isolamento das bactérias endodfitas de tamarilho. Todavia, o meio ABM2 mostrou ser o
mais eficaz quanto ao niumero de isolados a semelhanca do verificado por, Tiago et al.
(2004). O maior numero de isolados foi obtido com pH 7, o que indica que a maioria das
bactérias enddfitas isoladas neste estudo sdo neutroéfilas, o que seria esperado tendo
em conta que a maioria das bactérias cresce melhor num pH entre 6,5 e 7,0, isto é, em
condicdes neutras. Este é também um valor de pH que se assemelha ao valor do pH
intercelular nos tecidos vegetais (Taiz, 2017).

A diferenca de géneros bacterianos entre perfis RAPD de material vegetal in vivo
apresenta uma maior heterogeneidade do que em material in vitro, como seria de
esperar. Além disso, o numero de perfis RAPD Unicos também é superior em explantes
in vivo. Estes resultados eram esperados, uma vez, que o ambiente circundante a que
este material vegetal in vivo esteve exposto, contribuiu para uma diversidade de
géneros bacterianos serem transmitidos as plantas. De certo modo, estes resultados
obtidos, vao ao encontro dos resultados apresentados por Martins et al. (2021), em
medronheiro. As diferencas de géneros bacterianos entre o material vegetal in vitro e
in vivo é apresentada por, Wassermann et al. (2019), ao explicar que um ambiente
circundante é uma importante fonte de microrganismos que podem ser transmitidos
horizontalmente as plantas, por diferentes vias de entrada, e desta forma fazerem parte
do microbioma interno da planta. Além disso, o microbioma vegetal também pode ser
transmitido verticalmente por sementes ou pela propagacao de outro tipo de material
vegetal. Estes microrganismos transmitidos por sementes sao de grande interesse para
investigadores porque podem ser transmitidos verticalmente a geracdo seguinte,
conferindo vantagens no crescimento das plantulas.

No processo de micropropagacdo de plantas, espera-se a auséncia de

microrganismos, pois sao garantidas todas as condi¢des de assepsia durante o processo.
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No entanto, os resultados mostraram que mesmo em condicGes controladas, os
microrganismos podem estar presentes. Porém, como o estabelecimento do material
vegetal in vitro foi realizado em condi¢des controladas, ndo houve interacdo com uma
comunidade microbiana complexa como ocorre em condi¢@es naturais numa planta em
contacto com o solo (Nadal et al., 2022). Esta situacdo pode explicar baixa diversidade
de géneros encontrados nos genodtipos estudados no ensaio de cultura de bactérias a
partir de material vegetal in vitro.

Neste trabalho foram identificados 22 géneros bacterianos (Acerihabitans,
Aquimarina, Arenivirga, Arthrobacter, Aureimonas, Bacillus, Brevibacterium,
Brevundimonas, Cellulomonas, Clavibacter, Curtobacterium, Frigoribacterium,
Kineococcus, Kocuria, Marmoricola, Microbacterium, Micrococus, Paracoccus,
Rhizobium, Staphylococcus, Sphingobacterium, Serinibacter), contudo, Arthrobacter,
Frigoribacterium e Microbacterium foram os géneros mais obtidos.

(Costa et al., 2012) ap6s isolar e identificar bactérias endéfitas de folhas de
feijoeiro (Phaseolus vulgaris), usando uma metodologia semelhante a realizada neste
trabalho, mostrou que os géneros Bacillus, Brevundimonas, Frigoribacterium, Kocuria,
Microbacterium, Micrococus, Rhizobium, Sphingobacterium e Staphylococcus foram
encontrados em sementes e raizes de feijoeiro, mostrou também que estes géneros
normalmente provém de isolados presentes na rizosfera ou de bactérias enddfitas de
plantas usadas na agricultura. Por fim, mostrou também que bactérias geralmente
associadas a doencas foliares do feijoeiro pertencem ao género Curtobacterium. Este
estudo pode ser corroborado por (Chase et al., 2016) que analisou o género
Curtobacterium em diferentes ecossistemas para perceber se este género é de facto um
agente patogénico, concluiu que apesar de a literatura se focar em Curtobacterium
como um patégeno, o estudo que realizou mostrou que este género é na verdade, um
decompositor do material orgdnico presente no solo, também desempenha a funcdo de
promotor de crescimento das plantas.

Arthrobacter é outro género bacteriano isolado neste trabalho, que segundo
(Shimasaki et al.,, 2021), mostrou que é um género bacteriano predominante na
endosfera da planta do tabaco, isolado a partir das raizes. Melhora o crescimento de

plantas sujeitas a condigbes de stress, sendo benéfico para um agroecossistema e pode
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ser explorado como uma boa ferramenta para uma agricultura sustentavel (Roy and

Kumar, 2020).
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O tamarilho é uma espécie com potencial para se tornar um sucesso comercial
No NOsso pais e economicamente muito interessante, desta forma, torna-se importante
otimizar a producdo desta espécie fruteira, tanto em termos quantitativos como
qualitativos. Varios estudos tém sido realizados do ponto de vista taxondmico e
sistematico, no entanto, poucos foram realizados quando se trata da diversidade
microbioldgica. Este estudo é o primeiro passo para perceber o microbioma envolvente
no tamarilho, nomeadamente as bactérias enddéfitas que contém e o papel que estas
desempenham em prol da planta, isto é, se sdo benéficas, patogénicas ou indiferentes.

O conjunto de resultados obtidos permitiu estabelecer o paralelismo entre
isolados de bactérias de material vegetal das trés arvores de tamarilho (vermelho,
amarelo e laranja) presentes no Jardim Botanico da Universidade de Coimbra, quer seja
in vitro ou in vivo.

Este projeto tinha como principal objetivo isolar e identificar bactérias endofitas
de material vegetal in vivo e in vitro de trés arvores de tamarilho, porém, foi
parcialmente alcancado. Os endodfitos de tamarilho foram extraidos e isolados com
sucesso, através da técnica RAPD-PCR fingerprint foi avaliada a diversidade genética dos
isolados bacterianos. Foram comparados com sequéncias de nucledtidos de outras
espécies de bactérias por similaridade, através da base de dados EzBioCloud, o que
permitiu ter uma identificacdo preliminar dos géneros bacterianos isolados. No entanto,
nao foi possivel extrair endéfitos a partir de calo induzido de medula de tamarilho, uma
vez que nao ocorreu crescimento de coldnias de bactérias apds estabelecimento deste
material.

Numa perspetiva futura, o passo seguinte seria confirmar a identificacdo dos
isolados obtidos, recorrendo ao gene 16S rRNA para obter a sequéncia completa usando
os primers 357F (5'-CCTACGGGAGGCAGCAG-3') (Turner et al., 1999) e 803F (5'-
ATTAGATACCCTGGTAGTC-3') (Muyzer et al., 1993). As sequéncias completas teriam de
ser novamente comparadas com os dados disponiveis na base de dados EzBioCloud e
ser feita a reconstrucao filogenética com as sequéncias de rRNA 16S obtidas dos isolados
representativos, juntamente com as sequéncias mais semelhantes da base de dados

EzBioCloud.
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CONCLUSOES E PERSPETIVAS FUTURAS

Também realizar testes bioquimicos para perceber as interacdes destas bactérias
endofitas com o metabolismo da planta, através de ensaios de antagonismo. Como
exemplos desses ensaios: testar a producao de sideréforos, solubilizacdo de fosfatos,
producdo de amodnia e de acido indol-3-acético (IAA).

A comparagao com material vegetal de tamarilho provenientes de outros solos
e climas também seria interessante, de modo a perspetivar se em diferentes condigdes
os géneros das bactérias enddéfitas variam muito mediante os obtidos neste projeto,
assim como perceber se as diferentes estacdes do ano tém impacto na estrutura

populacional bacteriana.
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