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INTRODUCAO

O araga-boi (Eugenia stipitata Mc Vaugh), pertencente a familia das Myrtaceas, ¢ uma frutifera
nativa da Amazonia que tem despertado interesse comercial devido seu excelente potencial economico
e industrial, por se desenvolver facilmente em qualquer tipo de solo de terra firme, apresentando frutos
volumosos com elevada percentagem de polpa, teor de vitamina C e compostos antioxidantes, os quais
podem ser utilizados na fabricagdo de sucos, sorvetes e doces (GARZON et al., 2012; MENEZES
FILHO, 2021; SANTOS et al., 2017).

A propagagdo por meio do cultivo in vitro tem se tornado uma boa alternativa para essa espécie,
devido sua produgdo massal de mudas, uniformes e livres de patdégenos, tudo isso em um espago fisico
pequeno. Porém, um fator muito importante a ser considerado ¢ a descontaminagdo fiingica e bacteriana,
que sdo fatores que podem ser limitantes nesse processo, pois essas contaminagdes comprometem o
desenvolvimento do cultivo se estabelecendo no meio de cultura e competindo com o explante por
nutrientes e vitaminas, além de produzirem metabolitos fitotoxico (SANTOS et al., 2015). Para conter
e/ou reduzir o aparecimento destes microrganismos ¢ necessario saber exatamente quais sdo o0s
contaminantes, para buscar a melhor alternativa de controle a fim de evitar perdas dos materiais vegetais,
garantindo de forma eficiente o sucesso dessa técnica para a espécie. Dessa forma, o objetivo do estudo

foi identificar as bactérias presentes na contaminagao in vitro de explantes de plantas de araga-boi.

MATERIAL E METODOS

O material vegetal de araga-boi foi coletado na Area experimental Campus Cauamé da
Universidade Federal de Roraima, no municipio de Boa Vista - RR (2° 52°20,7” N e 60°42°44.2” W ¢
altitude de 90 m). Apds a coleta, os explantes foram levados ao laboratério de cultura de tecidos da

Embrapa Roraima onde passaram por um processo de desinfestacdo em cdmara de fluxo laminar,
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utilizando alcool 70% porlminuto, seguindo daimersdo em solugdo de hipoclorito de sodio a 1,5% com
2 gotas de detergente neutro por 10 minutos, seguido de triplice enxdgue com agua destilada, deionizada
e autoclavada (DDA) para retirada total dos produtos da superficie dos tecidos.

Apos a assepsia, os explantes foram inoculados em tubos de ensaio contendo 10 mL de meio
WPM suplementado com 30 g L' de sacarosee 100 mg L' de 4cido citrico, solidificado com 7 g L”!
deagar e pH ajustadopara 5,6 antes da autoclavagem a 120 °C por 20 minutos. Posteriormente,foram
mantidos em sala de crescimento a 25 = 2 ° C com fotoperiodo de 16 h de 35-40 pmol m™ s'. Foi
observada a contaminagdo por bactérias e realizada uma sele¢ao visual dos tipos de contaminantes que
ocorrem com maior frequéncia nos explantes. Esses explantes que foram separados e levados ao
Laboratorio de Microbiologia do Solo (LMS), da Embrapa Roraima para o isolaros microrganismos da
cultura de tecidos do aragazeiro-boi, que se deu por detec¢do dependente da cultura.

As amostras foram coletadas com uma alca de repicagem e inoculadas em placa de petri
contendo meio de cultura DYGS (Dextrose Yeast Glucose Sucrose) e incubadas a 28 °C por 24 horas.
Em seguida, foram isoladas pelo método de esgotamento por estrias em placas de petri contendo meio
de cultura DYGS e/ou Agar nutriente com alga de platina. Apés a obtencio das colonias puras, foi
realizado o microcultivo dos isolados selecionados, que facilita a observagdo das principais
caracteristicas, utilizadas para identificar tais microrganismos. Posteriormente, as bactérias isoladas
foram caracterizadas morfologicamente por meio de observagdes diarias da placa contendo os isolados
e de comparagdes com descrigdoes disponiveis na literatura. Os isolados bacterianos foram cultivados
em agar nutrientes para caracterizagdo morfoldgica (tamanho, borda, superficie, elevacdo, cor, formato,
brilho) a fim de separa-los em grupos primarios segundo protocolo 005.POP.005.LMS da Embrapa
Roraima que descreve o Procedimento Operacional Padrao Técnico para Caracterizacdo de Culturas
Bacterianas.

Foi realizado o teste da reag@o ao hidréxido de potassio (KOH), para identificagao das bactérias
Gram-positiva ou Gram-negativa, onde foi colocada uma gota de KOH 3% em uma lamina para
microscopia, previamente identificada, e com o auxilio de uma alga calibrada, devidamente flambada e
fria, coletou-se parte de uma coldnia presente em cultura na placa de Agar e a colocou em contato com
a gota de KOH. Foram realizados movimentos circulares constantes para dissolver a aliquota e foi
observado se ocorria a mudanga na viscosidade do material por aproximadamente 30 segundos,
levantando seguidas vezes a alga calibrada para evidenciar se houve formagao de um “fio” viscoso. Para
identificar as bactérias Gram-negativas ¢ formado um fio viscoso, sendo consideradas positivas no teste.

As bactérias Gram-positivas ndo formam o fio viscoso e sdo consideradas negativas no teste.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Por meio do isolamento ¢ do micro cultivo foi possivel identificar e selecionar cinco isolados,

que foram nomeados como: AR1, AR2, AR3, AR6 ¢ AR7. De acordo com o teste morfoldgico € o teste
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da reagdo ao hidroxido de potassio (KOH) foi possivel caracterizar as cinco bactérias selecionadas e

suas informagodes foram dispostas na tabela 1.

TABELA 1 - Identificagdo e caracteristicas morfologicas de bactérias contaminantes do cultivo in vitro

de araca-boi.

Morfotipo  Género/Espécie Forma Elevacio Cor Transparéncia  Gram (+-)
ARI Sphingomonas sp. Circular Lenticular ~ Amarela Translucida +
AR2 Methylobacterium sp. Circular Plana Rosa Transltcida +
AR3 Burkholderia sp. Circular Convexa Creme Transltcida -
AR6 Achromobacter sp. Puntiforme Plana Creme Transparente -
AR7 Ndo Identificado Puntiforme Plana Branca Opaca +

O isolado AR1 apresentou um crescimento muito rapido, sua forma sendo circular com elevacgio
lenticular, suas bordas e superficie lisa, com coloragao amarela brilhante, sua transparéncia transliucida
e sua consisténcia viscosa, tamanho inicial de < 2 mm e final de < 2-4 mm, sendo ela gram-
positiva,pertencente ao género Sphingomonas sp.As bactérias desse género sdo endofiticas promotoras
de crescimento e estdo presentes em uma diversidade de ambientes, elas possuem versatilidade no seu
metabolismo, pois utilizam diferentes compostos naturais, incluindo alguns contaminantes ambientais,
contém genes que degradam metabolitos persistentes e carbazol, além de regular alguns pesticidas e
diminuir a concentragdo de metais pesados (ASAF et al., 2017; KHAN et al., 2017).

O isolado AR2 apresentou um crescimento rapido, sua forma sendo circular com elevagio plana,
suas bordas e superficie lisa, com colora¢aorosa brilhante, sua transparéncia translicida e sua
consisténcia viscosa, tamanho inicial de <2mm e final de <2 mm, sendo ela gram positiva, pertencente
ao género Methylobacterium sp. As bactérias desse género também sdao conhecidas como bactérias
metilotroficas facultativas de pigmentacdo rosa (PPFM), conhecidas por usarem compostos de carbono
unico e substratos multicarbonos sem liga¢des carbono-carbono, além disso, estdo presentes de modo
geral na filosfera e na rizosfera e possuem grande influéncia na fertilidade do solo, no crescimento e na
produtividade das plantas e induzem altera¢des fisiologicas nas plantas, conferindo resisténcias a
estresse biotico e abidtico (NYSANTH et al., 2023). Ainda, podem fornecer composto/nutrientes
promotores de crescimento vegetal com grande potencial bioinoculante e biofertilizante
(SENTHILKUMAR et al., 2021) e, algumas bactérias, possuem atividade antagonica contra diversos
fitopatogenos (NYSANTH et al., 2023).

O isolado AR3 apresentou um crescimento muito rapido, sua forma sendo circular com elevagao
convexa, suas bordas e superficie lisa, com coloragao creme fosca, sua transparéncia translticida e sua
consisténcia viscosa, tamanho inicial de < 2 mm e final de < 2-4mm, sendo ela gram negativa,
pertencente ao género Burkholderia sp. As bactérias desse género sdao descritas como endofiticas que
possuem fungdo benéfica para as plantas ja que elas competem com fitopatogenos e promovem o

crescimento das culturas, pois elas tem capacidade de fixar nitrogénio, fosfato solubilizante e compostos
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xenobidticos degradantes, além do potencial como biorremediadoras e a utilizagdo de herbicidas e
hidrocarbontos como fontes de energia e carbono (DOURADO et al., 2013)

O isolado AR6 apresentou um crescimento muito rapido, sua forma sendo puntiforme com
elevagdo convexa, suas bordas e superficie lisa, com coloragdo creme brilhante, transparente e sua
consisténcia viscosa (figura 3), tamanho inicial de <2 mm e final de <2 mm, sendo ela gram-negativa,
pertencente ao género Achromobacter sp. As bactérias desse género sdo classificadas como promotoras
de crescimento (PGPR) e produzem diferentes fitohomdnios, auxiliando no crescimento das plantas.
Além disso, elas sdo endofiticas diazotréficas, fixando o nitrogé€nio com maior eficiéncia, podendo atuar
como biofertilizantes e biorremediador (ABDEL-RAHMAN et al., 2017).

O isolado AR7 apresentou um crescimento muito rapido, sua forma sendo puntiforme com
elevacdo plana, suas bordas e superficie lisa, com colorag@o branca brilhante, opaca, e sua consisténcia
seca, (figura 4), tamanho inicial de < 2 mm e final de <2 mm, sendo ela gram-positiva, seu género no
atual momento ndo foi identificado por meio do método morfoldgico, necessitando de estudos

moleculares para sua identificacao.

CONCLUSAO

O resultado das avaliagdes realizadas nos isolados bacterianos provenientes da contaminagao in
vitro de araca-boi, obteve-se como identificacdo dos microrganismos os isolados AR1 do género
Sphingomonas sp., o isolado AR2 do Methylobacterium sp., o AR3 do género Burkholderia sp., o AR6

do Achromobacter sp. e a AR7 onde seu genero ndo foi indentificado.
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