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RESUMO

ANTONIO, Cecilia de Souza. Ocorréncia de bactérias endofiticas associadas a variedades
de cana-de-acicar cultivadas nos estados: Alagoas e Pernambuco. 2010. 51f. Dissertacio
(Mestrado em Agronomia, Ciéncia do Solo). Instituto de Agronomia, Departamento de Solos,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Seropédica, RJ, 2010.

A cana-de-aguicar € um dos principais produtos agricolas do Brasil. A cultura é capaz de se
associar as bactérias diazotrdficas (fixam nitrogénio do ar), que podem estar no interior do
tecido da planta (endofiticas). As bactérias diazotréficas endofiticas sdo capazes de promover
o crescimento da cana-de-acucar por meio da fixacao bioldgica do nitrogénio (FBN) ou pela
producdo de fitormonios. Mas pouco se conhece sobre as populagcdes presentes destas
bactérias em cana-de-agticar. O presente trabalho visou estudar a diversidade da populacio e
identificar estes isolados, através de métodos moleculares e fisiologicos, assim como avaliar a
eficiéncia de alguns isolados na promog¢ao de crescimento vegetal de plantas de cana-de-
acucar no campo. Foi observada em meio s6lido Batata, com 95% de similaridade, a formacao
de sete grupos mostrando a grande variagdo morfolégica de coldnias neste meio testado.
Muitos isolados apresentaram caracteristicas similares ao género Gluconacetobacter, quando
analisados em meio semi-s6lido LGI-P e sélido Batata-P e LGI-P. Dois isolados foram mais
eficientes na sintese de indéles com producdes acima de 49 pg/mL. Todos os isolados foram
classificados como Gram negativos. Dos 36 isolados avaliados, 27,5% foram semelhantes a
estirpe padrao RB 11366 (Burkholderia tropica); 45% a BR 11281 (Gluconacetobacter
diazotrophicus) e 5% aos demais padroes BR 11335 (Herbaspirillum seropedicae), BR 11504
(Herbaspirillum rubrisubalbicans) e BR 11145 (Azospirillum amazonense). Através da
comparacao do seqiienciamento do gene 16S rDNA com o NCBI GenBank o isolado 215 foi
identificado com pertencente a espécie de Gluconacetobacter diazotrophicus , o 179-1A com
pertencente a espécie Burkholderia tropica e os isolados 151-B, 211-A e 219 ao género
Burkholderia. As estirpes 160-1 e 215 inoculadas promoveram aumento na produgdo de
biomassa seca da palha (acima de 0,7 Mg.ha’l) e nitrogénio total da folha bandeira (acima de
69,7 kg.ha!), respectivamente nas variedades RB 72454 e RB 918639 testadas. Apenas o
isolado 160-1 foi capaz de promover um aumento de biomassa seca na variedade RB 867515.
A producio de colmos foi maior para a variedade RB918639 com 191,96 Mg.ha™,

Palavras — chave: FBN. Seqiienciamento da 16StDNA. Bactérias diazotroficas.



ABSTRACT

ANTONIO, Cecilia de Souza. Occurrence of endophytic bacteria associated with varieties
of sugar cane grown in the states: Alagoas and Pernambuco. 2010. 51p. Dissertation
(Master Science in Agronomy, Soil Science). Instituto de Agronomia, Departamento de Solos,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Seropédica, 2010.

The sugar cane is one of the major agricultural products in Brazil. The crop is able to
associate with diazotrophic bacteria (fix nitrogen from the air), that may be located inside the
plant tissue (entophytic). The diazotrophic bacteria are capable of promoting growth of sugar
cane by means of biological nitrogen fixation (BNF) or production of hormones. But little is
known about populations of these bacteria present in sugar cane. This work aimed to study
diversity of the population and identify the isolates by molecular and physiological methods,
as well as to assess the effectiveness of some isolates to promote plant growth of sugar cane in
the field. In solid potato media, there were observed the formation of seven groups, with 95%
of similarity, showing the great colonies morphology variation. Many isolates showed similar
characteristics to the genus Gluconacetobacter, when analyzed in semi-solid LGI-P media
and solid Potato-P and LGI-P media. Two isolates were most efficient in the endolar synthesis
with production over 49 pug/mL. All isolates were classified as Gram negative. Of the 36
isolates, 27.5% were similar to the standard strain RB 11366 (Burkholderia tropica), 45% to
BR 11281 strain (Gluconacetobacter diazotrophicus) and 5% to the other patterns BR 11335
(Herbaspirillum seropedicae), BR 11504 (Herbaspirillum rubrisubalbicans) and BR 11145
(Azospirillum amazonense). Through the comparison of the sequencing of 16S rDNA with the
NCBI GenBank isolate 215 was identified as belonging to species Gluconacetobacter
diazotrophicus, the 179-1a belonging to Burkholderia tropica and the isolated 151-B, 211-A,
and 219 to the gender Burkholderia. The inoculated strains 160-1 and 215 promoted an
increase in the straw dry biomass (up to 0.7 Mg ha) and total nitrogen of flag leaf (above
69,7 kg ha™), respectively in the tested varieties RB 72454 and RB 918,639. Only the 160-1
isolate was able to promote increase in biomass in the RB 867515 variety. Stalk yield was
higher for the variety RB 918639 with 191.96 Mg ha™.

Key words: BFN. Sequencing of 16S rDNA. Diazotrophic bacteria.
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1 INTRODUCAO

A cana-de-actcar tem uma grande importancia no cendrio nacional principalmente na
geracdo de energia. Esta cultura estd associada a bactérias promotoras do crescimento vegetal
(BPCV) que s@o importantes microrganismos por seu alto potencial agricola. H4 varios efeitos
positivos nas plantas atribuidos a estas bactérias, como o controle biol6gico de pragas e
doencas, fixacdo bioldgica de nitrogé€nio, indug¢do de resisténcia sist€émica, producdo de
antibidticos, producdo de fitohormonios como as auxinas e o etileno (OLIVEIRA et al.,
2003). Estes efeitos sdo capazes de promovem direta ou indiretamente o crescimento da
planta. E este crescimento reflete muitas vezes no aumento da produtividade da cultura. A
cana-de-actcar esta associada a algumas BPCV que sdo capazes de fixar o nitrogénio presente
no ar e transferir-lo para a planta. Estas bactérias sdo conhecidas como diazotréficas e o
processo como fixacgdo biolégica de nitrogénio (FBN).

A FBN vem contribuindo para a reducdo do uso dos adubos nitrogenado no Brasil. O
nitrogénio € um dos nutrientes mais exigidos no ciclo de producdo de muitas culturas. Um
elemento que tem alto custo econdmico e é facilmente perdido por volatilizacdo e lixiviagdo.
Culturas leguminosas como a soja tem até 94% do N requerido fornecido pela FBN
(HUNGRIA et al., 2006). Em plantas ndo-leguminosas como a cana-de-acucar a contribuicao
pode chegar a 70% (POLIDORO et al., 2002; URQUIAGA et al., 1992). Contudo o
conhecimento de quais géneros ou espécies de bactérias diazotréficas que estdo associadas a
cana-de-acticar ndo é completo. Assim como qual ou quais sdo responsaveis pelo aumento da
produtividade desta cultura. Visando investigar a comunidade de bactérias diazotréficas
presentes em variedades de cana-de-agucar cultivadas em regides do nordeste brasileiro serd
empregada a taxonomia polifasica. Técnica criada por Colwell em 1970, refere-se a
integracdo de informacdes genotipicas complementadas com informacgdes fenotipicas e
quimiotaxondmicas de um microrganismo a fim de executar um agrupamento do mesmo
(PRAKASH et al., 2007) o que gera um sistema de classificacdo mais eficiente. Tendo em
vista que o emprego apenas da técnica de caracterizacdo morfolégica, como ocorria, pode
gerar a formacdo de grupos taxondmicos relativamente heterogéneos e muitas vezes erroneos
(WOESE, 1987).

Este estudo foi elaborado sob a hipdtese de que a diversidade da comunidade de
bactérias diazotréficas endofitica associadas a cultura de cana-de-aguicar possa ser elevada em
amostras de tecido.

Os objetivos foram identificar e caracterizar isolados bacterianos obtidos de tecidos
vegetais de vdrios cultivares de cana-de-acucar obtidas a regido do nordeste pré-germinadas
utilizando a taxonomia polifdsica, assim como verificar o potencial de aplicacdo destas
bactérias em plantas de cana.

Tendo em vista os elevados indices de biodiversidade microbiana associados a plantas
no Brasil. Muito destes microrganismos podem apresentar alto potencial biotecnolégico. A
descoberta de novos microrganismos bem como sua classificacio € importante para o
conhecimento desta biodiversidade e sua adequada exploracdo. Estudos como este e outros
buscam ampliar o conhecimento sobre FBN na cultura da cana-de-agicar, assim como
diminuir o impacto da acao humana sobre o meio ambiente.



2  REVISAO DE LITERATURA

2.1. A Cultura da Cana-de-acgiicar

A cana-de-agucar pertence a divisdo Angiospermae, classe Monocotyledonea, familia
Poacea (PERIN, 2007). Tem seu centro de origem no Sudeste da Asia. Hoje é cultivada em
mais de 130 paises, tendo como os maiores produtores India, Cuba e Brasil. A criacdo do
Programa Brasileiro do Alcool Combustivel em 1975 (Prodlcool) deu grande impulso 2
cultura canavieira no Brasil e hoje ela e encontra presente em quase todos os Estados do
Brasil. Ocupa 4rea de mais de 7,7 milhdes de hectares com uma produgdo anual estimada para
safra de 2009/2010 de 629,02 milhdes de toneladas de cana, segundo a Companhia Nacional
de Abastecimento (CONAB, 2009). Os produtos da cana-de-agicar possuem uma ampla
utilizagdo como producdo de agucar, dlcool combustivel e biodiesel. Os subprodutos da cana
(bagaco, vinhaga e torta de filtro) sdo de grande importincia socioecondmica na geracao de
energia, racdo animal, aglomerados, fertilizantes e seqiiestro de carbono. A cadeia
agroindustrial da cana-de-actcar é considerada umas das principais geradoras de emprego no
pais cerca de 1,2 milhdes de empregos formais. Considerando-se que para cada emprego
direto sdo gerados dois indiretos, estima-se haver 4,29 milhdes de pessoas trabalhando na
cadeia da cana-de-acucar segundo Souza & Macedo (2010).

A cana-de-acicar € altamente exigente em nitrogénio (N). O N estd presente na
nutri¢do e na fisiologia da cana-de-acticar na formagao de aminoécidos, proteinas, enzimas e
acidos nucléicos (MALAVOLTA et al., 1989). A planta obtém o N através da mineralizacdao
da matéria organica, adi¢ao de fertilizantes nitrogenados e fixacao bioldgica de nitrogénio.

Acumula aproximadamente 200 kg de N em cana planta e entre 120 e 180 kg de N em
cana soca, por hectare, para atingir produtividade de 80 a 100 Mg de colmos/ha (RESENDE
et al., 2006 ). Contudo a maior parte do N € retirada do sistema, aproximadamente 70% ¢&
levado nos colmos no momento da colheita, e o restante € queimado no preparo do canavial
para a colheita (OLIVEIRA et al., 1994). Esta exportacdo e queima de quase tudo o que é
produzido e a baixa adicdao de fertilizantes em canaviais brasileiros, deveriam levar a um
rapido esgotamento do potencial produtivo dos solos. Porém, em dareas apds 16 anos de
cultivo, foi observado que em geral nao ha reducdo do nivel de N no solo, mesmo quando nao
ha adi¢do de N fertilizante ao sistema (RESENDE, 2003). Estes dados contribuem para a
hipétese de reposicdo natural do N exportado. Esta reposicdo natural foi associada a
microrganismos que estdo presentes em plantas de cana-de-agucar.

2.2. Taxonomia Bacteriana

As bactérias sdo grupo diverso de microrganismos, importantes pelo seu papel nos
ciclos biogeoquimicos (carbono, nitrogénio, e outros), nos processos de biorremediacdo, na
conversdo de energia, em biocatélises, e na sintese de produtos naturais; tornando as bactérias
uma fonte importante para novos processos industriais e biotecnolégicos (BULL et al., 2000;
DEUTSCHBAUER et al., 2006).

Os microrganismos por varios anos foram descritos e identificados por métodos
dependentes de cultivo (FRY, 2000; SCHLEIFER, 2004). Avalia¢des indicam que mais de
99 % dos microrganismos presentes em ambientes naturais ndo sao cultivaveis (LEVEAU,
2007). Mesmo assim, o volume de informagdes a partir deste 1% permitiu avangos
inestimdveis. A maioria das descricoes € baseada em caracteristicas morfolégicas, como
forma e colorac¢ao das coldnias, tamanho e motilidade celular, patogenicidade, assimilagao de
diferentes fontes de carbono, dentre outros, resultando na formagdao de grupos taxondmicos
relativamente heterogéneos e muitas vezes errdoneos (WOESE, 1987). H4 algumas décadas,
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avangos e inovagdes nas técnicas moleculares, baseadas em seqiienciamento de DNA e
andlise de seqiiéncias dos genes ribossomais de vdrios procariotos, t€m gerado informacdes
relevantes nas relagdes taxondmicos, ecoldgicas e evoluciondrias das espécies de bactérias
encontradas (FORNEY et al., 2004). A taxonomia polifésica criada por Colwell em 1970,
refere-se a integracdo de informacdes genotipicas complementadas com informagdes
fenotipicas e quimiotaxondmicas de um microrganismo a fim de executar um agrupamento do
mesmo (PRAKASH et al., 2007) o que permite classificd-lo e geralmente identificd-lo
(VANDAMME et al., 1996; GEVERS et al., 2005; COENYE et al., 2005).

2.3. Bactérias Promotoras do Crescimento Vegetal (BPCV)

Diversas bactérias tém sido estudadas em associacdo com plantas devido aos efeitos
benéficos que esta associacdo pode resultar. Estas bactérias sdo conhecidas como Bactérias
Promotoras do Crescimento Vegetal (BPCV) e seus efeitos sdo resultantes de diversos
mecanismos de a¢cdo que atuam diretamente ou indiretamente na promog¢do do crescimento
(OLIVARES 2009). Em gramineas, a associagdo com estas bactérias ocorre tanto na
superficie como no interior dos tecidos vegetais, principalmente nas raizes, podendo colonizar
a parte aérea. Desta forma, a planta supre as necessidades da bactéria com moléculas
organicas utilizadas como fonte de carbono, seja através dos exudados radiculares ou a pronta
disponibilizag¢do nos tecidos vegetais. Em troca, as bactérias podem estimular o crescimento
vegetal. Entre os mecanismos diretos de promocdo do crescimento podemos citar a fixagao
bioldgica de nitrogénio (FBN), a producdo de hormonios, a solubilizacdo de fésforo, e como
os mecanismos indiretos a producdo de antibidticos, de substancias antifingicas (OLIVARES
2009), de sideréforos, a indugdo de resisténcia sist€émica, entre outros.

2.3.1. Producao de fitormonios

A producdo de reguladores de crescimento ativos como fitormonios faz parte do
metabolismo de vdrias bactérias associadas aos vegetais e podem ser considerados agentes
causais de alteracdo do crescimento e desenvolvimento vegetal. Entre as substancias ativas
como hormonios, foram identificadas auxinas, citocininas, giberelinas e etileno em condi¢des
de cultivo (fora da planta hospedeira). A capacidade dos microrganismos produzirem auxinas
estd relacionada a fatores de patogenicidade e de estimulos ao crescimento vegetal. Diversas
auxinas vegetais possuem sua estrutura quimica identificada, porém dentre elas a mais
importante € o 4cido 3-indolacético (AIA) (OLIVEIRA et al., 2003) que geralmente possui
mais de uma via metabodlica de sintese. Estes hormonios causam modificacdes na morfologia
das raizes, o que pode influenciar a absor¢ao de nutrientes e de dgua.

2.3.2. Fixacao bioldgica de nitrogénio (FBN)

O nitrogénio € um elemento essencial, 99,96% estd na forma de N, e na atmosfera,
nao disponivel a todos os eucariotos e a maioria dos procariotos, e apenas 0,04% encontram-
se nas formas disponiveis organicas ou inorganicas (ROSWALL, 1979). O N, presente na
atmosfera pode ser fixado ou transformado em NHj; através de descargas elétricas, processos
industriais ou bioldgicos. A contribuicdo da fixacdo de nitrogénio por descargas elétricas é
relativamente baixa. Ja os processos industriais, sdo bem significativos, porém encarecem a
producdo, além de sua baixa eficiéncia e alta mobilidade, podendo poluir o solo, dgua e
atmosfera.

O processo de FBN € um dos dois maiores processos que regulam a vida no planeta,
juntamente com a decomposi¢do da matéria organica e perdendo apenas pela fixacao
biologica de carbono (Fotossintese). A FBN talvez seja o processo microbiano mais
importante para fixar o N, atmosférico e a chave para o ciclo do N. E realizada por muitos
grupos de bactérias e alguns organismos do grupo Archae que possuem a enzima nitrogenase,
dito diazotroficos, capazes de quebrar a tripla ligacao existente na molécula de N,, tornando-o
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disponivel em solos, oceanos, interior de tecidos de plantas, insetos e rdmem, sendo
responsavel por 65% do nitrogénio fixado anualmente.

Existem trés tipos de organismos diazotréficos: os de vida livre, aqueles que vivem
associados com outros organismos e aqueles que vivem em simbiose com outros organismos.
Os diazotréficos endofiticos t€ém vantagens sobre os diazotréficos associativos de raizes, uma
vez que ocupam espacos mais intimamente ligados ao hospedeiro, com maior acesso as fontes
de carbono. Além disso, eles colonizam nichos protegidos do oxigénio, os quais sao
necessarios para a expressao e atividade da nitrogenase (DOBBELAERE et al., 2003).

Bactérias endofiticas podem promover o crescimento das plantas por vias indiretas,
como por exemplo, supressdo de doengas, ou acdes diretas como producio de fitohormdnios,
FBN, solubilizacao de fosfatos minerais ou outros nutrientes do solo, oxidagdao do enxofre,
aumento da permeabilidade das raizes e produgdo de sideréforos (TAN & ZOU, 2001).

A associacdo entre bactérias diazotréficas e a cana-de-aguicar pode ser vista em
diversos géneros bacterianos e possui mecanismos ainda sdo pouco compreendidos (JAMES,
et al., 2000). Entre as bactérias associadas a cana-de-agicar destacam-se as espécies
Gluconacetobacter  diazotrophicus (CAVALCANTE & DOBEREINER, 1988),
Herbaspirillum seropedicae (BALDANI et al., 1986), Herbaspirillum rubrisubalbicans
(GILLIS et al., 1991; BALDANI et al., 1996) e Burkholderia spp. (PERIN et al., 2006 e REIS
et al., 2004).

2.4. Bactérias Fixadoras de Nitrogénio

Apesar da abundancia de N, na atmosfera, apenas parte dos organismos do grupo dos
procariotos conseguem reduzir o nitrogénio da atmosfera em amonia. Estes organismos sio
denominados diazotréficos e incorporam o nitrogénio a biomassa através do mecanismo da
FBN. Atualmente sd@o conhecidas mais de 140 espécies de bactérias diazotréficas, incluindo
cianobactérias e actinomicetos (YOUNG, 1992). Alguns aspectos relacionados com a fixa¢ao
bioldgica e industrial estdo relacionados na Tabela 1.

Tabela 1. Aspetos do processo de fixacdo do nitrogénio atmosférico por via industrial e

bioldgica
Fixacao industrial Fixacao biolégica de nutrientes
(Fertilizantes) (FBN)

Nutriente mais caro, utiliza energia
fossil para produgdo e distribuicdo,
aumentando o CO, atmosférico e o
aquecimento global

Tem baixo aproveitamento agronémico
e sdo poluentes de solo, 4gua e
atmosfera

Representam de 5 a 20% do custo de
producdo das culturas

Representam apenas 2% da absor¢do
total de nitrogénio pelas plantas

Segundo  processo  bioldégico  mais
importante do  planeta depois da
fotossintese. Ndo € poluente, utiliza energia
solar, recicla CO,

Mecanismo responsdvel por 65% do N,
incorporado nos seres vivos do planeta
Consome em torno de 2,5% da energia da
fotossintese do planeta

A vida no planeta terminaria em 30 anos se
a fixacdo biolégica do nitrogénio parasse

Fonte: Franco e Balieiro (1999).

2.5. Fixacao Bioldgica de Nitrogénio na Cultura de Cana-de-Acucar

O nitrogénio é um macronutriente importante na nutricdo e na fisiologia da cana-de-
acicar. Nos paises de clima tropical o baixo rendimento das culturas € atribuido
principalmente a baixa disponibilidade deste elemento. O actimulo de nitrogénio pela cana-
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de-agucar varia e aplicagdes de N-fertilizante possuem maior resposta em soqueiras que em
cana planta de acordo com estudos feitos por Azeredo e colaboradores, (1986) e Urquiaga e
colaboradores em 1992. Diante disto muitos agricultores vém reduzindo aplica¢des de N na
cana planta e utilizando valores em torno de 60 kg ha'! em soqueiras. A falta de resposta da
cana-planta tem sido atribuida ao sistema radicular da cana-planta que favorece uma maior
eficiéncia na utilizacdo do nitrogénio do solo (TRIVELIN, 2000), a maior mineralizacdo do
nitrogénio favorecido pelo clima tropical e a FBN.

A quantificacdo da FBN associadas a cana-de-agicar teve inicio nos anos setenta
através do uso de algumas técnicas como a redugdo de acetileno, balango de N total (LIMA et
al., 1987; BODDEY et al., 1995) e abundancia natural de 5N (BODDEY et al., 2001). Estes
métodos relatam contribuicdes da FBN de até 60% das necessidades de N das plantas.

2.6. Bactérias Fixadoras de Nitrogénio na Cana-de-Actcar

Pesquisas com bactérias fixadoras de nitrogénio em gramineas no Brasil foram
iniciadas pelas pesquisadores Johanna Dobereiner e Alaides Ruschel na década de 50, onde
isolaram a bactéria fixadora de nitrogénio Beijerinckia fluminensis da rizosfera da cana-de-
acicar (DOBEREINER & RUSCHEL, 1958).

Em cana-de-actiicar foram encontradas bactérias diazotréficas na rizosfera e
colonizando tecidos internos das plantas. Entre as bactérias associadas a cana-de-agucar
destacam-se as espécies Azospirillum lipoferum (NEYRA & BERKUM, 1977),
Herbaspirillum seropedicae (BALDANI et al., 1986), Gluconacetobacter diazotrophicus
(CAVALCANTE & DOBEREINER, 1988), Burkholderia spp. (YABUUCHI et al., 1992),
Herbaspirillum rubrisubalbicans (GILLIS et al., 1991; BALDANI et al., 1996) e Azoarcus
spp. (REINHOLD-HUREK & HUREK 2000).

2.6.1. Género Herbaspirillum

O género Herbaspirillum foi descrito (BALDANI et al., 1986) como uma bactéria
fixadora de nitrogénio associadas a Poaceas no Brasil.

Dentre as espécies descritas apenas H. seropedicae, H. rubrisubalbicans e H.
frisingense fixam nitrogénio em associacdo com plantas ndo leguminosas. A espécie
diazotréfica descrita, H. lusitanum, foi isolada de nédulos de raizes de feijao coletados em
Portugal (VALVERDE et al., 2003). H. seropedicae foi a primeira espécie descrita do género,
isolada da rizosfera, rizoplano e raizes desinfestadas superficialmente de arroz, milho e sorgo
(BALDANI et al., 1986). Foi também isolada de raizes, folhas e colmos de cana de aguicar
cultivada no Brasil (BALDANI et al., 1996), e na Australia (BODDEY et al., 1998). H.
rubrisubalbicans pertencia ao género Pseudomonas rubrisibalbicans (GILLIS et al., 1991), e
foi reclassificada por Baldani et al. (1986). Tem sido encontrada em associagdo com cana-de-
acucar e raizes da planta expontanea Digitaria insularis, crescida no interior da plantacdo de
cana-de-actcar (OLIVARES et al., 1996). Foi detectada também em capim elefante (REIS et
al., 2000), abacaxizeiros e bananeiras (CRUZ et al., 2001). Essa bactéria pode causar a doenga
chamada "estria mosqueada" na variedade de cana-de-agicar B3462.

2.6.2. Género Gluconacetobacter

Das espécies descritas do género, apenas G. azotocaptans, G. diazotrophicus e G.
Jjohannae sdo capazes de fixar nitrogénio atmosférico. G. azotocaptans e G. johannae foram
isoladas de rizosfera e rizoplano de plantas de café cultivadas no México (FUENTES-
RAMIREZ et al., 2001; SANTOS et al., 2006).

Apresenta distribuicdo ampla e além de fixar nitrogénio, produz hormonios de
crescimento como AIA e Giberelina (FUENTES—RAMfREZ et al., 1993; BASTIAN et al.,
1998) e atua em controle biolégico (PINON et al., 2001). Foi isolada de raizes e parte aérea
de cana-de-agucar cultivada nos estados de Alagoas, Pernambuco e Minas Gerais, no Brasil
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(CAVALCANTE et al., 1988). Ao longo dos anos de estudo, foi encontrada em alto nimero e
isolada de raizes, colmos, palhi¢o, solo da rizosfera e seiva xilemdtica de cana-de-agicar no
Brasil (REIS, 1991; PERIN, 2003), e inimeros outros paises.

E uma bactéria endofitica e possui baixa sobrevivéncia no solo (REIS et al., 1994). O
teor de matéria organica pode estar associado a manutencao desta bactéria no solo, ja que foi
isolada de rizosfera de plantas de café (SANTOS et al., 2006), onde geralmente o teor de
matéria organica ¢ maior se comparado aos canaviais, que sofrem queimadas e retirada de
praticamente todo o material vegetal no momento da colheita, contribuindo com o
empobrecimento do solo, levando a falta de nutrientes necessarios para o desenvolvimento
dos organismos. Vem apresentando baixa diversidade genética em populacdes isoladas, o que
pode estar relacionado ao ambiente restrito, que é o interior da planta de cana-de-acucar,
sofrendo desta maneira forte pressdo seletiva, ou devido a produgcdo de bacteriocinas,
detectadas em condi¢des de cultura pura por 2 grupos de bactérias, sobre outros grupos da
mesma espécie e das espécies G. johannae, G. azotocaptans e G. liquefaciens (MUNOZ et al.,
2005).

2.6.3. Género Burkholderia

Bactérias diazotréficas do género Burkholderia apresentam ampla distribuicdo, se
associam com plantas ndo leguminosas e formam nédulos em leguminosas. Os géneros B.
tuberum e B. phymatum (VANDAMME et al., 2002), foram isoladas de Aspalathus carnosa,
na Africa do Sul e Machaerium lunatum, na Guiana Francesa, respectivamente, e
recentemente inimeros trabalhos mostraram o isolamento de bactérias diazotréficas do género
Burkholderia em nédulos, especificamente de plantas da subfamilia Mimoséidea. Os dados
disponiveis até o momento mostram que as bactérias que nodulam leguminosas e aquelas
associadas a plantas da familia Poacea sdo diferentes.

Bactérias diazotréficas do género Burkholderia se associam com inimeras plantas. Em
cana-de-actcar, espécies recentemente descritas foram a B. silvatlantica (PERIN et al. 2006) e
a B. tropica (REIS et al., 2004), e a B. unamae (CABALLERO-MELLADO et al., 2004) foi
isolada de café, milho e cana-de-agucar de diferentes locais no México e estudos posteriores
mostraram que esta espécie predomina na cana, inimeros isolados das espécies B. tropica, B.
kururiensis e B. caribensis foram isoladas de amostras de cultivares de canas-de-agucar
brasileiras e australianas (BODDEY, 2003). Outras espécies descritas: B. cepacea isolada de
milho (BEVIVINO et al., 1994), Burkholderia spp. isolada de culturas como banana, abacaxi,
cana-de-acticar (WEBER et al., 1999; BODDEY, 2002; PERIN et al., 2006), B. xenovorans
isolada de café (GORIS et al., 2004) e B. vietnamiensis em arroz, milho, café, sorgo (GILLIS
et al., 1995; ESTRADA DE LOS SANTOS et al., 2001; RODRIGUES, 2004).

2.6.4. Género Azospirillum

Bactérias fixadoras de nitrogénio do género Azospirillum spp. possuem capacidade de
associacdo com diversas plantas, principalmente cereais e gramineas forrageiras
(DOBEREINER & BALDANI, 1982; GERMIDA, 1986). Sdo geralmente consideradas como
rizosféricas, mas exibem diferencas estirpe-especificas do modo de colonizagdo das raizes.
Em consideracdo a estas diferengas, Azospirillum pode ser considerado um microrganismo
endofitico facultativo (BALDANI et al., 1997).

As espécies descritas do género Azospirillum sdo: A. lipoferum, A. brasilense
(TARRAND et al., 1978), A. amazonense (MAGALHAES et al., 1983), A. haloproeferens
(REINHOLD et al., 1987), A. irakense (KHAMMAS et al., 1989), A. largomobile (BEN
DEKHIL et al., 1997), A. doebereinerae (ECKERT et al., 2001) e A. oryzae (XIE et al.,
2005), A. melinis (PENG et al., 2006), A. canadense MEHNAZETAL et al., 2007).



3 MATERIAL E METODOS

3.1. Origem dos Isolados

Os isolados foram obtidos de 12 variedades de cana-de-agucar. Oito cultivadas nos
Estados de Alagoas (SP 81325, SP 813250, SP 791011, RB 92579, RB 931530, RB 867515,
RB 72454, e VAT 90212), e 9 cultivadas em Pernambuco (SP 813250, SP 832847, RB 92579,
RB 867515, RB 72454, RB 863129, RB 931011, RB 869515 e VAT 90212). O material
vegetal (colmo) foi trazido de avido até o laboratério Gramineas da Embrapa Agrobiologia,
Seropédica — RJ, e mantidos em sacos plasticos a temperatura ambiente.

Os colmos foram divididos em toletes contendo apenas uma unica gema. Foram
também tratados termicamente a 52°C por 30 minutos com posterior secagem em temperatura
ambiente por 24 h, a fim de diminuir a contaminagao externa. Em seguida, os toletes foram
pré-germinados em casa de vegetacdo segundo Reis e colaboradores (1999). Foram plantados
em caixas pldsticas contendo 12 kg de areia e vermiculita, na propor¢do 2:1, sendo o substrato
composto autoclavado duas vezes com intervalos de 24 horas apds a primeira autoclavagem.
Todo o experimento foi conduzido em casa de vegetagao da Embrapa Agrobiologia, em duas
datas: Novembro de 2006 e Maio de 2007. Trés semanas apds o plantio, as plantas que
germinaram foram levadas ao Laboratdrio visando isolar e identificar bactérias diazotréficas a
elas associadas.

3.2. Contagem e Isolamento

A contagem e o isolamento ocorreram conforme descrito por Dobereiner et al. (1995).
Utilizando os meios de culturas Semi-Sélido semi-seletivos JNFb, LGI (DOBEREINER et al.
1995), LGI-P caldo (REIS et al., 1994) e JIMV (BALDANI, 1996).

Amostras de 1 g da parte aérea e da raiz foram lavadas e maceradas, com solugdo
salina por 2 minutos. Em seguida sofreram diluicdes seriadas até 10, acrescentando-se 1 ml
da diluicao original a tubos de ensaio contendo 9 ml de solucdo salina. De cada dilui¢cdo, uma
amostra de 0,1 ml foi inoculada no centro do meio de cultura, em frascos com 3 repeticdes por
meio, com 5 ml do meio de cultura Semi-Sdlido. Os frascos foram incubados no escuro por 7
dias em estufa a 30 °C, para o desenvolvimento de pelicula na regido superficial do meio. A
contagem foi realizada baseada na presenca ou auséncia da pelicula formada no meio Semi-
Sélido, para quantificar o Nimero Mais Provavel de bactérias presentes através da Tabela de
McCrady. As duas dltimas dilui¢des, de cada meio, que apresentaram crescimento positivo
foram repicadas para um novo meio de cultura Semi-Sé6lido onde os que apresentaram
formacao de pelicula caracteristica de bactérias diazotréfica foram utilizados para isolamento.
As amostras foram diretamente riscadas em placas de Petri contendo o respectivo meio sélido.
E foram incubadas no escuro a 30° C por 5 dias para o crescimento de coldnias isoladas. Cada
colonia formada foi repicada para um novo meio semi-sélido. Apds formacgdao de pelicula
caracteristica em meio de cultura Semi-Solido, as amostras foram riscadas novamente em
placas com meio de cultura DYG’S (RODRIGUES NETO et al., 1982) para purificacao final.

Quando purificados, os isolados foram estocados em Glicerol 50% estéril (Glicerol
diluido em Agua MilliQ). Foram entdo previamente crescidos em meio de cultura liquido
DYG’s modificado, por 24 h a 150 rpm e 1 mL da suspensao bacteriana foi centrifugada por 5
min. a 10.000 rpm, sendo o sobrenadante descartado e o concentrado de células ressuspendido
em 500 ul de Glicerol 50%, homogeneizado e estocado a -20 °C. O glicerol age como um
crioprotetor, impede alteragdes celulares e atua como um osmorregulador.



3.3. Ativacao dos Isolados

Os isolados que foram estocados em glicerol estéril (50%) foram ativados para estudo
taxondmico. Onde 20 puL da suspensdo da solugdo bacteriana estocada foi crescida em meio
de cultura semi-sélido, o mesmo utilizado para isolamento da bactéria. Apds 72 h de
incubacdo a 30° C todos os isolados que formaram pelicula caracteristica de diazotréfica
foram riscados em placa contendo o meio de cultura Batata para purificacao.

Todos os isolados serao liofilizados e depositados na Cole¢do de Cultura da Embrapa
Agrobiologia onde receberam a sigla BR de deposito e numeragao.

3.4. Caracterizacoes Fisiologicas dos Isolados

3.4.1. Caracterizacao morfolégica das colonias

Para a caracterizagdo morfoldgica das colonias foi utilizado o meio de cultura sélido
Batata (DOBEREINER et al., 1995) com 3 repeti¢des por isolado. Como alguns isolados
quando inoculados em meio de cultura LGI-P semi-sélido e incubados por 7 dias a 30°C
formaram pelicula de cor laranja e mudaram a coloracdo do meio de amarela para incolor,
devido a assimilacdo do azul de bromotimol pelas bactérias, semelhante ao género
Gluconacetobacter. Também foram riscados em meio de cultura Batata-P e LGI-P para se
observou o padrdo de desenvolvimento do género Gluconacetobacter de acordo com a
morfologia descrita por Dobereiner et al. (1995) buscando identificar possiveis isolados.
Segundo Yano et al., (1993) as seguintes caracteristicas morfolégicas das colonias
foram avaliadas:
1. Tamanho: menor que um mm, puntiforme e maior que um mm;
. Caracteristicas opticas: translicida, transparente, opaca, ou brilhante,
Cor;
. Forma da coldnia, em circular ou irregular;
. Elevacao: plana, lente, convexa, pulvinada, umbonada ou umbilicada;
. Borda: ondulada, lobada, denteada, filamentosa ou inteira;
. Superficie: lisa, rugosa ou papilada;
. Consisténcia: viscosa, butirica, aquosa, seca ou gomosa.

0NN A LN

A morfologia das colonias foi analisada aos 5 e 7 dias de crescimento. Buscando
otimizar a avaliacdo das bactérias utilizou-se a caracterizacdo morfolégica para criar grupos
através da comparacdo das semelhancas entre os isolados. Estas semelhancas foram estimadas
pelo coeficiente de SM (correspondéncia simples) (ROHLF, 1994), agrupados pelo método
das distancias médias UPGMA (Unweighted Pair Group Method Arithmetic Average)
(SNEATH & SOKAL, 1962) e representados graficamente por um dendrograma construido
pelo programa NTSYS (Numerical Taxonomy System Using Multivariate Statistical
Program), versdo 2.1. Em seguida representantes entre os grupos num total de 40 foram
selecionados para as avaliacdes seguintes (Tabela 2).



Tabela 2. Lista dos isolados selecionados para andlise polifasica.

Isolados

Origem dos isolados

Amostra Variedades Local Estado
151-B RAIZ Yf;é%é‘sz Tgﬁ%ﬁo ALAGOAS
152 P.A. RB 72454 Cg}féﬁm ALAGOAS
159-B RAIZ RB 72454 Cg}féﬁm ALAGOAS
160-1 RAIZ Yf;é%é‘sz Tgﬁ%ﬁo ALAGOAS
163-A RAIZ RB 72454 C[}]lfg\li?PE ALAGOAS
165 RAIZ E&?ﬁgg T}Lz]%l:l?o ALAGOAS
170 RAIZ RB 72454 Cg}féﬁm ALAGOAS
171 P.A. RB 72454 CIEJRS[IJT{‘I*PE ALAGOAS
173-B RAIZ E&?ﬁgg T}Lz]%l:l?o ALAGOAS
176-B2-1 P.A. RB 72454 Cg}féﬁm ALAGOAS
179-1A RAIZ RBsg?Z/ils Cg}fg\};‘?PE ALAGOAS
7 MESES
183 RAIZ Rig?;ils Cg}fg\};‘?PE ALAGOAS
7 MESES
187 RAIZ RB 72454 Cg}féﬁm ALAGOAS
189 P.A. RB 72454 CIEJRS[IJT{‘I*PE ALAGOAS
199 P.A. RB 72454 C[}]lfgf{?PE ALAGOAS
202 RAIZ IIZBN?E;?S Tg%l;?o ALAGOAS
205 P.A. RBsggils C[}]lfgf{?PE ALAGOAS
7 MESES
206 RAIZ RB 72454 C[}]lfgf{?PE ALAGOAS
209 P.A. RB 72454 C[}]lfgf{?PE ALAGOAS
211-A RAIZ RB 72454 CI}]};S[I}\}L%E ALAGOAS
215 P.A. RB 72454 Cg;éﬁm ALAGOAS
216-A P.A. RB 72454 CIEJRS[IJT{‘I*PE ALAGOAS
217-B RAIZ E&?ﬁgg Tgﬁ%ﬁo ALAGOAS
219 RAIZ RB 72454 CI}]};S[I;%E ALAGOAS
227-A P.A. RB 72454 USINA ALAGOAS

CURURIPE




Tabela 2. Continuacao.

Origem dos isolados

Isolados N
Amostra Variedades Local Estado
p SP 813250 USINA
232 RAIZ 14 MESES TRIUNFO ALAGOAS
RB 867515
255 RAIZ SOCA Cl}]RS[IJT{?PE ALAGOAS
7 MESES
USINA
256 P.A. RB 72454 CURURIPE ALAGOAS
p RB 82579 USINA
257-B RAIZ 14 MESES CURURIPE ALAGOAS
RB 867515
259 RAIZ SOCA Cl}]RS[IJT{?PE ALAGOAS
7 MESES
RB 867515
261 RAIZ SOCA CI}]RS[IJI\}?PE ALAGOAS
7 MESES
p USINA
262 RAIZ RB 72454 CURURIPE ALAGOAS
p SP 813250 USINS
263-A RAIZ 14 MESES TRIUNFO ALAGOAS
P USINA
264 RAIZ RB 72454 CURURIPE ALAGOAS
USINA
1-1II P.A. Rfoifl?é i)%,g CRUANGI PERNAMBUCO
ENG. ANINGA
USINA
5-1I1 P.A 8508,1}521570 CRUANGI PERNAMBUCO
ENG. BELEZA
p RB 931011 USINA
6-111 RAIZ PLANTA OLHO D’ AGUA PENAMBUCO
USINA
8-I11 RAIZ Rfoifl?é i)%,g CRUANGI PERNAMBUCO
ENG. ANINGA

3.4.2. Crescimento em meio semi-solido

Continuando a caracterizacdo dos isolados, os 40 selecionados foram inoculados em
meios de cultivo semi-sélidos, sem adi¢do de nitrogénio e com formulagdes que se
diferenciam quanto a fonte de carbono, pH e micronutrientes. Estes meios sdo considerados
semi-seletivos para alguns géneros de bactérias diazotréficas. Foram utilizados os meios
semi-s6lidos JINFB, fonte de carbono dcido malico (DOBEREINER et al., 1995), LGI-P, fonte
de carbono sacarose 10% (DOBEREINER et al., 1995 ), JMV, fonte de carbono manitol 0,5%
(BALDANI et al., 2000) e LGI, fonte de carbono sacarose 0,5% (MAGALHAES et al., 1983 )
com 3 repeticdes por semi-solido para cada isolado. O inoculo foi obtido do cultivo das
bactérias em meio liquido DYG’S (RODRIGUES NETO et al., 1982) a 30°C por 24 horas
sob agitacdo de 150 rpm. Em seguida, 30 ul da suspensao bacteriana foram inoculadas em
frascos contendo 5 ml de meio de cultivo e estes incubados a 30°C. As avalia¢des foram feitas
no 2° 4° e 7° dia ap6s a inoculacdo, sendo considerados como crescimento positivo, aqueles
frascos onde houve formacdo de pelicula caracteristica de diazotréficos.

3.4.3. Avaliacio da capacidade de producao do hormonio auxina (AIA)

A producao de AIA dos isolados foi determinada por método colorimétrico utilizando
placas de poliestireno (SARWAR KREMER, 1995 — modificado por REIS JR. 2002). Os
isolados foram submetidos a uma pré-inoculacdo em meio liquido DYG’S modificado (com
alteracdo de 0,5g/1 de KOH por 0,35g/l de NaOH), incubados em agitadores a 30°C por 2
dias em tubos de ensaio contendo 6 mL do meio. Uma aliquota de 1 mL da cultura crescidos
no pré-indculo foi cultivada por 72 h a 30 °C sob agitagdo de 150 rpm em tubos de ensaio
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contendo 5 mL de meio DYG’S (com de 0,35g/l de NaOH e sem KOH), em triplicata e
acrescidos de L-Triptofano (20uL/tubo). Para o controle negativo da reacdo, foi substituida a
suspensdo bacteriana por meio DYG’S modificado. Apds o crescimento, as amostras foram
padronizadas em D.O. (densidade 6tica) 1,0 e centrifugadas a 7000 g por 5 min e aliquotas de
150 uL do sobrenadante foram dispostas nos pogos da placa de poliestireno (placa com 96
pocos com capacidade de 300 puL cada) seguindo a adi¢do de 100 pL do reagente de
Salkowski (1mL de FeCL3.6H,O 0,5M em 50mL de HCLO4 35%). Ap6s 30 min de reacdo
em auséncia de luz e sob temperatura ambiente observou-se a intensidade da coloragdo rdsea
e as leituras de absorbancia foram realizadas em espectrofotometro Labsystem Multiskan Plus
(Labsystem Oy, Helsinki, Finlandia) com filtro de interferéncia de 540 nm e os dados
processados pelo programa Labsystem Transmit Multskan Plus For Windows. Para a
estimativa da producdo de AIA foi determinada a curva padrdo nas concentracdes de: 5, 10,
15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50 mg.mL’l, utilizando uma solucdo padrao do produto comercial
AIA (1,75 mg.ml™) de acordo com a equagdo y = 0,0112x + 0,096.(R* 0,99).

A producdo de 4cido-endol-dcetico foi parametro para selecdo de isolados para
avaliagdo em campo. Sendo observada a capacidade dos isolados atuarem como promotores
de crescimento vegetal.

3.4.4. Avaliacao da morfologia celular

A morfologia foi avaliada através de microscopia 6tica. Uma aliquota da suspensdo
bacteriana cultivada previamente em meio DYG’S por 24 horas foi posicionada entre a lamina
e a laminula para observagdo ao microscépio 6ptico de contraste de fase, através das objetivas
de 40X e 100X.

3.4.5. Reacao de Gram

De acordo com o protocolo sugerido por Yano et al. (1993), as bactérias foram
crescidas em meio s6lido DYG’S e o esfregaco preparado a partir de uma coldnia isolada. A
técnica consistiu em: preparagdo de um esfregaco em lamina de vidro; secagem ao ar e
fixacdo das células em chama; cobertura da 1amina com cristal violeta por 1 minuto; lavagem
em 4gua corrente; cobertura da lamina com lugol por 2 minutos; lavagem com 4gua corrente;
descoramento com dlcool; lavagem da lamina com 4gua corrente; cobertura com safranina
diluida por 30 segundos e, por fim, lavagem da lamina com dgua, secagem e avaliagao da
coloragdo das células em microscopio 6tico de contraste de fase com a objetiva de 100X com
6leo de imersao.

3.5. Caracterizacoes Moleculares dos Isolados

3.5.1. Extracao do DNA genomico

O DNA gendmico foi extraido de células bacterianas cultivadas em meio liquido
DYG’S por 24 horas. Utilizou-se para a extracdo o MiniKit QIAamp® DNA da QIAGEN de
acordo com as recomendacdes do fabricante.

O sucesso da extragdo do DNA foi verificado por eletroforese em gel de agarose a 1%.
Onde 2 ul de cada amostra de DNA e trés ul de tampao de corrida (Loading Buffer 6x) foi
submetido a uma voltagem de 90 volts por 40 mim em tampao TAE 1X (0,04 M Tris acetato e
1 mM de EDTA). Em seguida o gel foi corado em brometo de etidio (0,5 pg. mL™),
visualizado sob luz ultravio-leta e documentado com auxilio do sistema de foto documentagdo
Kodak Gel Logic 100 e pelo programa Kodak 1D Imagem System. A quantificacdo e a
qualificacdo do DNA gendmico foi determinada por densidade Optica em espectrofotometro
(NanoDrop®) (SIMONATO et al., 2007).
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3.5.2. Amplificacido do gene 16S DNAr

O fragmento foi amplificado através da combinacdo de iniciadores 27f e R1492
(Tabela 3). As reacdes de amplificacdo foram compostas de 12 ng de DNA gendmico; tampao
com HCL 1X; Tween 20 5%; 1,5 mM de MgCl2; 0,2 mM de cada dANTP; 5 U de Tag DNA
polimerase e 0,2 uM de cada iniciador com volume final de 50 pL. As reagdes de
amplificacdo foram realizadas em termociclador PTC 100 (MJ Research). O material
preparado foi colocado num termociclador e submetido ao seguinte programa de
amplificacdo: uma etapa de desnaturacdo (94 °C por 3 min.), seguido de 30 ciclos
intermedidrios (94° C por 1 minuto, 58° C por 1 minuto e 72° C por 2 min), € uma etapa final
de extensao (72 °C por 5 min.) seguido por resfriamento (4 °C por 15 min.). A qualidade dos
produtos de PCR foram analisados em eletroforese em gel de agarose 2% com 2 pL de cada
amostra de DNA e 2 uL de tampdo de corrida (Loading Buffer 6x) e comparadas a um
marcador de peso molecular (1 Kb Plus DNA Ladder - Invitrogem) e submetidos a uma
voltagem de 100 volts por 2h e 30 mim em tampao TAE 1X (0,04 M Tris acetato e 1 mM de
EDTA). O gel foi corado e visualizado como descrito no item 3.5.1.

Apds a amplificagdo do gene todo material do produto da PCR foi purificado com o
uso do kit Wizard® SV da Promega de acordo com fabricante. O material purificado foi
quantificado no NanoDrop® e em gel de agarose 2% como descrito nos itens 3.5.1 ¢ 3.5.2. O
padrio de peso molecular utilizado foi Low DNA Mass Ladder.

3.5.3. Reacao de seqiienciamento do gene 16S DNAr

A reacdo de seqiienciamento do gene 16S DNATr dos isolados bacterianos foi realizada
utilizando 150 ng dos produtos de PCR purificados, 5,0 uM de cada iniciador (Tabela 3), 4
puL do Kit de sequenciamento Dye-terminator (DYEnamic ET, Amersham Biosciences) e
dgua ultrapura (ultraPURETM, Invitrogen Co.) para um volume final de 10 pL. Os 24 ciclos
de amplificac@o constituiram-se de uma etapa de desnaturagdao a 95°C por 25 segundos, uma
etapa de anelamento 58°C por 15 segundos e uma etapa de extensdo a 60°C por 1 minuto.
Apés a reagdo de sequenciamento, as amostras foram precipitadas adicionando 1,0 uL de
acetado de amonio 7,5 M e 27,5 pL de etanol absoluto 70% e incubadas a 4°C por uma noite.
Posteriormente a incubacdo, as amostras foram centrifugadas a 4.000 rpm por 45 minutos sob
temperatura de 4°C. O sobrenadante foi entdao descartado e o precipitado serd lavado com 100
puL de etanol 70% e centrifugado novamente a 4.000 rpm por 10 minuto a 4°C. As amostras
foram secas ao ar, ressuspendidas em 7,5 uL de tampdo de corrida e analisadas em
seqiienciador automatico MegaBACE 1000 (Amersham Biosystem). As seqii€éncias contiguas
foram montadas a partir das seqii€éncias diretas e reversas utilizando-se os programas
PHRED/PHRAP em ambiente Linux pelo setor de informatica da Embrapa Agrobiologia.

A pesquisa por similaridade foi realizada no Genbank, pelo BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) com as seqii€ncias contiguas possuindo em 500 a 1.400 pb
conforme descrito pelo programa MegaBLAST (ZHANG et al., 2000), cuja comparagdo se da
pela pesquisa contra banco de dados de nucleotideos NCBI. Para a construcdo da &rvore
filogenética, as seqiiéncias foram alinhadas usando o programa CLUSTAL W (THOMPSON
et al., 1994). A arvore baseada na comparacdo de pares de base foi construida usando o
método Neighbor-Joining (SAITOU & NEI, 1987). A topologia da arvore filogenética foi
avaliada pelo método de bootstrap com 1000 repeticdes (FELSENSTEIN, 1985). A distancia
evoluciondria foi computada usando o método Kimura 2-parameter (KIMURA, 1980) e a
andlise filogenética conduzida no programa MEGA4 (TAMURA et al., 2007).
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Tabela 3. Iniciadores utilizados para seqiienciamento do gene 16S DNAr dos isolados
bacterianos. Todos na concentragdo de 5 pmoles/ul.

Iniciador Seqiiéncia (5°—3’) Referéncia
27f AGAGTT TGA TCC TGG CTCAG HEUER et al., 1997
RU6 GAAATAAATCTCTTTGTAAAACGG WAND et al.,2010
R1492  TACGG(C/T)TACCTTGTTACGACTT HEUER et al., 1997
RU3 GCGGCTGGCACGTAGTTAG BISPO et al., 2009
U2 GGCGTGCTTAACACATGCAAGTCG BISPO et al., 2009

16S1110r TGCGCT CGT TGC GGG ACT TAACC SOARES-RAMOS et al., 2003

16S362f CTCCTACGGGAGGCAGTGGGG SOARES-RAMOS et al., 2003
165786f CGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGG SOARES-RAMOS et al., 2003

3.6. Avaliacao dos Efeitos da Inoculacio de Isolados e Estirpes Tipo de Bactérias
Diazotroéficas em Variedades de Cana-de-acdicar

3.6.1. Bactérias e variedades utilizadas

Com base na avaliagdo da capacidade de produ¢do do hormodnio auxina e na formagao
de grupos foram selecionados 5 isolados: 263-A, 215, 202, 160 e 179-1A para implantacdo do
experimento alem de uma mistura de 5 estirpes padroes: BR 11504 (Herbaspirillum
rubrisubalbicans), BR 11335 (Herbaspirillum seropedicae), BR 11145C (Azospirillum
amazonense), BR 11281 (Gluconacetobacter diazotrophicus) e BR 11366 (Burkholderia
tropica), um controle absoluto, ndo inoculado e nao fertilizado e um controle nitrogenado para
3 variedades de cana-de-acicar (RB 72454, RB 867515 e RB 918639).

3.6.2. Localizac¢ao, caracteristica do clima, solo e delineamento experimental

O experimento foi conduzido no campo experimental da EMBRAPA Agrobiologia
(CNPAB), km 7 da BR 465 no municipio de Seropédica-RJ. A regido possui uma dominéncia
do clima quente e uUmido, sem inverno pronunciado, sendo o regime pluviométrico
caracterizado por um periodo chuvoso no verdo e estiagem no inverno. Dentro da
classificacdo de KOPPEN, este clima é do tipo Aw caracterizado por inverno seco e verdo
chuvoso e quente, com precipitacio anual de 1300 mm; inverno pouco pronunciado;
temperatura média anual de 24°C e umidade relativa do ar de 70%. A esta¢do chuvosa tem
inicio em setembro, culminando em dezembro e janeiro com chuvas de alta intensidade e
curta duracdo. Os meses mais quentes sdo janeiro e fevereiro, enquanto em julho ocorrem as
médias mensais mais baixas de temperatura. Sendo implantado em 26 a 27 de Junho de 2008
em area de solo classificado como Planossolo, série Ecologia, de baixa fertilidade natural de
nitrogénio. Para tal utilizou delineamento em blocos casualizados contendo 4 repeticdes por
tratamento. Cada tratamento € constituido de 4 linhas de plantio com comprimento de 2
metros e espacamento entre linhas de 0,6 metros totalizando 96 parcelas. A drea total por
parcela € 4,8 m? sendo uteis 2.4 m? as duas linhas centrais.
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3.6.3. Adubacao da area

De acordo com a andlise quimica realizada pelo laboratério de Solos da Embrapa
Agrobiologia (Tabela 4.) foi realizada a adubagdo: 100 kg. ha™ de P,Os (Super Simples), 100
kg.ha"1 de K,O (KCI- Cloreto de Potdssio), micronutriente 50 kg.ha'1 na forma de FTE BR12
antes do plantio, e de 120 kg.ha' de N (Uréia) em 2 vezes, a primeira no plantio e a segunda 4
meses depois, nos tratamentos nitrogenados.

Tabela 4. Andlise de solo realizada pelo laboratério de Solo da Embrapa Agrobiologia

Identificacio pH AL Ca+Mg Ca Mg P K C MO. N

da Amostra cmolc/dm’ mg/dm’ %
0-20 cm 5.0 0,2 0,5 03 02 77 36 03 052 0,058
20-40 cm 4,8 0,3 0,4 02 02 32 25 024 041 0,049

3.6.4. Preparacao do veiculo turfoso

O material de solo de turfa foi neutralizado a pH 6,0 com carbonato de calcio
(CaCOs3), para o crescimento adequado das bactérias e foi moida em moinho de bola. Apds
este processo 175g de turfa sdo depositados em sacos de polipropileno e autoclavada duas
vezes a 120°C por 1 hora com intervalos de 24 horas. A esterilizagdo da turfa contribui tanto
para o maior nimero de células quanto para a manuten¢do das bactérias por um tempo maior,
pois ndo existe competicdo da bactéria diazotréfica com outros microrganismos presentes no
veiculo de inoculacdo por nutrientes no meio de cultura.

3.6.5. Preparacao do inoculante

Uma coldnia bacteriana e crescida em tubos contendo 6 ml de meio liquido, 0 mesmo
utilizado para o isolamento, com fonte de nitrogénio: 10 mM de NH4SO4 para o meio LGI-P,
1 g NH4Cl para o meio INFb, 1 g de KNO; para o meio LGI e 10 mM de Glutamato de sédio
para o meio JMV sob agitacdo de 150 rpm a 30°C por 24 h. Apés o crescimento 1,0 mL de
solucdo bacteriana € inoculada em Herlemayar com 250 ml de meio Minimo estéril
Modificado por Burdman et al., (1998) acrescido de 1,0 mL de solu¢do de frutose 0,7% em
tampao fosfato 0,5M (relacdo 1:10) estéril por filtro Millipore® 0,2 um e incubada a 30°C sob
agitacdo de 150 rpm durante 24h. Apéds este periodo foi realizada a leitura das absorbancias a
436 nm e utilizou cAmara de Neubauer para contagem das células, que foram ajustadas para
10" células.mL’ por bactéria. Para preparar o inoculante foram adicionados 75 mL da
solucdo bacteriana, contendo a concentracdo de 10" células.mL"' em sacos contendo 175g do
veiculo turfoso (para compor o indculo), misturados até que a turfa fique imida (sem que
escorra liquido) e incubado por 24 h a 30 °C.

3.6.6. Plantio

Foram utilizados no plantio 6 toletes por linha com 3 gemas (18 gemas por linha),
origindrios de plantas com 1 ano, obtidas no campo experimental da EMBRAPA
Agrobiologia (CNPAB), km 7 da BR 465 no municipio de Seropédica-RJ. O inoculante é
diluido 1:100 em 4gua limpa (concentragdo final a cerca de 10° células.mL™"), em caixas com
capacidade para 500 L. Apds a mistura ser homogeneizada os toletes das variedades
RB72454, RB867515 e RB918639 de cana-de-agicar sdao imersos no inoculante por 30
minutos (Figura 1) e seguem para o plantio.

Para evitar perdas de parcelas por tombamento provocado por ventos fortes durante o
periodo a colheita foi realizada apés 10 meses de plantio. Foram avaliadas a produtividade de
colmos e a producdo de biomassa da parte aérea das variedades de cana-de-acucar.
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Figura 1. a) Toletes de cana contendo trés gemas; b) toletes em imersao no meio de cultivo
contendo microrganismos endofiticos por 30 minutos.

3.7 Determinacoes

3.7.1 Massa seca da parte aérea (MS) e produtividade de colmos (PC)

As plantas foram colhidas aos 10 meses de cultivo. Para estimar a produ¢do de massa
seca da parte aérea das plantas foi determinada a massa fresca da palhada (folhas senescidas),
folhas bandeira (folhas verdes) e colmos de cada parcela. Destas fragdes foram retiradas
amostras frescas que foram pesadas e em seguida, foram levadas para secagem em estufa a
65°C até obter peso estavel. Apds a secagem as amostras foram pesadas para determinar a
porcentagem de umidade. J4 que a porcentagem de umidade da amostra é a mesmo do
material colhido. A MS da parte aérea foi determinada pela subtracdo do teor de umidade.

3.7.2 Teores de nitrogénio total na parte aérea (N total)

A matéria seca da parte aérea das plantas foi determinada apds a secagem na estufa.
As amostras foram moidas e 300 mg foram colocados em tubos de digestao, adicionando 5,0
mL de 4cido sulftrico concentrado e, por dltimo 2,0 g de uma mistura catalisadora contendo
1000 g de sulfato de potassio, 50 g de sulfato de cobre e 3,0 g de selénio. As amostras foram
deixadas no digestor até que se completasse a digestdo total. Em seguida, foram destiladas por
arraste a vapor pelo método Kjeldahl e tituladas com 4&cido sulftirico padronizado.
Metodologia descrita por Alves et al.,, (1994). Apds a determinacdo do percentual de
nitrogé€nio das amostras foi multiplicado o peso da matéria seca da parte aérea pelo percentual
de N obtido em cada amostra, para a determina¢do N-total.

3.7.3 Analises estatisticas

Os dados de biomassa seca aérea das plantas foram analisados no programa SAEG 8.0
(EUCLYDES, 1983) quanto a sua normalidade (teste de Lilliefors) e homogeneidade de
variancia (teste de Cockran e Bartlet). Em seguida, foram feitas andlises de varidncia com
auxilio do programa SISVAR 5.0 (FERREIRA, 2003) e comparacdo de médias pelo teste
Scott-Knott (SCOTT & KNOTT, 1974) a 5 % de probabilidade.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Contagem e Isolamento

O numero de células por grama de massa fresca nas variedades variou de nao
detectado a 1,40 x 107 e foi maior nos meios de cultura JNFb e JMV, em todas as partes da
planta (Tabela 5, 6, 7 e 8). Foi obtido um total de 260 isolados de plantas pré-germinadas em
casa de vegetacdo. Segundo Perin, 2007 o uso de vdrios meios de cultura no isolamento
possibilita isolar bactérias com maior versatilidade nutricional e que a fonte de carbono
preferencial da bactéria esta diretamente ligada ao n° de isolados e a populacdo detectada.
Este nimero foi maior nas amostras de raiz 200 (77%) em relacd@o a parte aérea - 60 (23%).

Outros autores observaram que a raiz parece concentrar a maior populacdo de
bactérias diazotréficas (PERIN 2003, 2007, REIS JUNIOR et al., 2000). Por ser regido de
dreno de fotoassimilados produzidos na parte aérea que servem como alimento para as
bactérias.

O maior nimero de isolados crescidos de raiz foi obtido em meio JNFb (acido malico)
num total de 104 isolados (40%). Para o material oriundo de Pernambuco, apenas na
variedade RB 92579 ndo foi possivel isolar bactérias de parte aérea. Devido aos materiais
utilizados para isolamento terem idades fisiol6gicas deferentes e serem cultivados sob climas,
solo e manejo deferentes ndo foi possivel relacionar o fator ou fatores responsdveis para a
variag¢do populacional.

Tabela 5. Numero de células por grama de peso fresco de bactérias diazotréficas
associadas a variedades de cana-de-actcar obtidas no Estado de Alagoas e pré-
germinadas em casa de vegetacao (primeiro isolamento).

Meios de cultura

Variedade  Origem  Amostras N° células /g massa fresca
LGI-P caldo JMV LGI JNFb
SP813250 L. . Raiz ND' NA? 25x10°0  25x10°
14 meses Parte Aérea NA? NA? NA? NA?
. Raiz 2,5x 10° NA? 2,5x 100 1.4x10°
RB 72454 Cururipe  p o Adrea 4.5 x 10° NAZ  45x10° 45x10°
RB 92579 Triunfo Raiz 2,5x 10° NA? 25x10°  45x10°
14 meses Parte Aérea NA? NA? NA? NA?
RB 867515 Raiz 9,5x 10* NA? 45x10° 95x10*
7;2‘:2? Cururipe  p e Adrea 2.5 x 10° NAZ  15x10° 95x10°
VAT 90212 .o Raiz 2,5 x 10* NA? 3,0x 104 14x10°
14 meses Parte Aérea ND' NA? ND' ND'

1: ND, nio detectado pelo método, 2: NA, ndo avaliada, 3: R, Raiz e PA, Parte Aérea.
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Tabela 6. Numero de células por grama de matéria fresca obtida a partir de amostras de
cana-de-acuicar obtidas no Estado de Alagoas e pré-germinadas em casa de

vegetacdo (segundo isolamento).

Meios de cultura

Variedade  Origem  Amostras N° células /g massa fresca
chfi-: JMV LGI JNFb
Raizes ND' 40x10° ND' ND'
SP813250  1iinfo Parte 4 6 . ;
Soca Aérea 4,5x 10 1,1 x10 2,5x 10 2,5x 10
RB 931530 Raizes  7,5x 10  45x10° 45x10* 15x10°
4° soca Cururipe ig‘; ND! ND! ND! ND!
RB 92579 Raizes 25x 10 75x10* 7,0x10* 9,0x10°
Planta Triunfo l}:g;;ea ND 1 ND 1 ND 1 ND 1
RB 867515 Raizes ~ 9,0x10°  45x10° 25x10"* 99x 10’
Soca  Currpe  barte ND! D' ND! D!
RB 92579 Raizes 20x10°  1,1x10° 1,1x10* 25x10°
soca  CUUIPE M 905100 ND' 40x10° 40x10°
SP 791011 Raizes 25x10*  25x10° 9,0x10° 25x10°
Triunfo Parte 1 3 . |
soed Aérea ND 9.0x 10 ND ND
SP 813250 Raizes 45x 10" 45x10° 25x10*  45x10
planta Triunfo l}:g;;ea ND 1 ND 1 ND 1 ND 1
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Tabela 7. Numero de células por grama de matéria fresca obtida a partir de amostras de
cana-de-agucar obtidas no Estado de Pernambuco e pré-germinadas em casa de

vegetacdo (terceiro isolamento).

Meios de cultura

Variedade Origem  Amostras N° células /g massa fresca
chfi'f MV LGI JNFb
P2 7 2 4 7
RB 867515 Olho l})z;lrztzs 1,4x 10 NA 95x 100  1,1x10
planta D’4gua Adrea 2,5x 10° NAZ 9,0x 10>  9x10*
’ 7 2 7 4
VAT 90212 Olho l};lrztzs 1,1 x10 NA 1,4x 10 4,5x 10
planta D’4gua Adrea 9,5x 10° NAZ 1,L1x10°  2,5x10°
z 5 2 7 6
RB 863129 D(’);hza l})z;lrztzs 9,5x 10 NA 14x 100 45x10
4° soca g Aérea 9,0 x 10° NA? 9x 10°  9,5x 10*
. , 4 2 4 5
RB 863129 C(Igingl l};lrztzs 1,1 x 10 NA 2,0x 10 4,5x 10
Lote 06 e ; 7.0 x 10° NAZ  40x10° 45x10°
Aninga) Aérea
. , 6 2 7 6
RB 869515 C(rg;alngl I;z;lrztzs 2,5x 10 NA 1,4x 10 2,5x 10
Lote 4 e ) 2,5 x 10* NA? 2,5x 100 2,5x 10*
Aninga) Aérea
. , 6 2 5 6
RB 92579 C(Igingl l};lrztzs 45x 10 NA 4,5x 10 4,5x 10
5° soca e ; 9,0 x 10° NAZ  30x10° 25x10°
Aninga) Aérea
, 3 2 7 7
RB 92579 Olho l})z;lrztzs 1,1 x10 NA 1,1 x 10 1,1 x10
5° soca D’4gua ) ND' NAZ ND' ND'
Aérea
. , 6 2 7 6
SP 832847 C(Igingl l};lrztzs 45x 10 NA 1,4x 10 2,5x 10
Lote 14 & 3 4,5x10° NA? 45x10°  4,0x10°
Beleza) Aérea
RB 931011 Olho Raizes 3,0x 10° NA? 45x10°  3,0x10°
L1] D’dgua Parte 2,5x 10° NAZ  14x10  90x10*
planta Aérea
SP 813250  Cruangi Raizes 7,5x 10° NAZ 1L1x10" 1,5x10°
Lote 14 (Eng. Parte 4 5 6 4
15/08/07 Beleza) Aérea 4.0x 10 NA 45x10°  70x10

: ND, néo detectado pelo método, 2: NA, nao avaliado.
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Tabela 8. Numero de células por grama de matéria fresca obtida a partir de amostras de
cana-de-acucar obtidas no Estado de Pernambuco e pré-germinadas em casa de
vegetacao (quarto isolamento).

Meios de cultura

Variedade Origem  Amostras N° células /g massa fresca
LGI-P
caldo JMV LGI JNFb
Raizes 2,0x 10° NA®  40x10° 2,0x10°

RB 92579 Dois Rios P::;lrte ND! NAZ ND! ND'
Aérea

Raizes 2,0 x 10* NA? 45x 10"  90x10°
RB 867515 Terra Nova Parte 4.0 x 10° NAZ 2.5x 10* 9.0 x 10°

Aérea
Belo Raizes 2,5 x 10* NA? 45x10*  95x10*
RB 813250 {1 orizonte  Farte 70x10°  NA? ND! ND'
Aérea
Raizes 2,5 x 10* NA? 45x10*  45x10*
RB 863129  Dois Rios Pa}rte ND! NAZ 2.5 x 10* 1.5 x 10*
Aérea
Raizes ND! NA? ND! 2,5 x 10*
RB 72454 Folguedo Parte ND! NAZ 40x10°  4.5x 10°

Aérea
1: ND, nao detectado pelo método, 2: NA, nao avaliado.

4.2. Ativacao dos Isolados

Devido a perda de viabilidade de algumas bactérias em estoque, apenas 201 puderam
ser reativados do total de 260 isolados armazenados. O congelamento assim com o
descongelamento pode provocar danos a células bacterianas gerando perda de viabilidade,
contudo a estabilidade genética dos microrganismos € maior utilizando o congelamento com
crioprotetores que a de outros métodos como a liofilizacao.

4.3. Caracterizacoes Fenotipicas

4.3.1. Caracterizacao morfolégica das colonias

a) Em meio solido Batata

Sete grupos foram formados do total de 201 isolados. O agrupamento revelou que
muitos isolados foram semelhantes entre si, formando 2 grandes grupos. O maior grupo € o
grupo 3 com 91 isolados seguidos pelo grupo 4 com 82 isolados com diferentes dados
ecoldgicos. Os isolados do grupo 3 apresentaram coldnias circulares, pequenas e médias,
lenticular, com borda inteira, superficie lisa e brilhante de coloracdo creme. Os isolados do
grupo 4 diferiram dos isolados do grupo 3 apenas por apresentar superficie da colonia rugosa.

Dos grupos formados apenas o grupo 3 foi similar a um dos padrdes analisados.
Segundo a andlise de similaridade as bactérias provavelmente pertencem ao género
Gluconacetobacter.

Reis et al. (1999) observou que o isolamento deste género € favorecido quando se
utilizou a pré-gerrminagdo dos toletes. Assim como Barbosa et al. (2006) que obteve 51
isolados utilizando esta técnica.

Os grupos obtidos através da caracterizagdo morfolégica das colonias em meio
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BATATA confirmam que o uso desta técnica permite uma diferenciacdo entre os isolados
(Figura 2).

A partir do agrupamento foram selecionados 40 isolados para as demais andlises,
contendo representantes de cada grupo (Figura3).

Figura 2. Tipos de coldnias observadas no meio BATATA. A: pertencentes ao grupo 1.
B: grupo 2, C: grupo 3, D: grupo 4, E: grupo 5, F: grupo 6 e G: grupo 7.
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Figura 3. Dendrograma de similaridade de 40 isolados, provenientes de variedades de cana-de-agtcar e das estirpes padroes: PPe8 (RB 11366-
Burkholderia tropica); PAL 5 (BR 11281-Gluconacetobacter diazotrophicus), HRC 54 (BR 11335-Herbaspirillum seropedicae), HCC 103 (BR
11504-Herbaspirillum rubrisubalbicans) e CBAMC (BR 11145-Azospirillum amazonense). Gerado no programa NTSYS, algoritmo UPGMA e
indice SM a partir da caracteriza¢do de colonias em meio solido BATATA.
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b) Em meio solido Batata-P e LGI-P

Alguns isolados do grupo 3 e 4 foram capazes de formar pelicula laranja no meio
semi-solido LGI-P e absorver o corante Azul de Bromotimol, transformando o meio de
amarelo para incolor (acidificando o meio) para que possa fixar o nitrogénio atmosférico,
ap6és 7 dias de incubagdo. As colonias sdo circulares, pequenas e médias, lenticular, com
borda inteira, superficie lisa e brilhante de coloracdo amarela no inicio do crescimento
tornando-se alaranjada apds 7 dias de incubacdo em meio LGI-P. J4 em meio Batata-P
apresentou forma circular, lenticular, com borda inteira, superficie lisa, brilhante e coloracdo
creme no inicio do crescimento e tornando-se marrom apds 7 dias de incubagdo. Sendo este os
isolados: 215, 202, 263, 160-1, 216-A, 209, 176-B2-1, 232, 165, 220, 257-B1, 217-B, 187,
216-A, 227-A, 199, 259, 6-1I1 e 8-III. Apresentaram colOnias caracteristicas do género
Gluconacetobacter como descrito por Dobereiner et al., (1995) nos meios de cultura s6lidos
LGI-P e Batata-P.

4.3.2. Cultivo em meio de cultura semi-sélido

Segundo Dobereiner et al. (1995) o uso de meios de cultivo semi-sélido semi-seletivos
favorece o isolamento e auxilia na identificacio pré-liminar de algumas bactérias
diazotréficas. No dendrograma obtido pela construcdo de uma matriz bindria e analisado pelo
programa NTSYS, indice SM, observou-se a formagao de um grande grupo de isolados e
alguns menores. Dos 40 isolados testados em diferentes meios semi-solidos, apenas os
isolados do grupo 8 apresentaram pelicula na presenca do meio contendo acido malico
(JNFB). O que indica que o meio JNFB pode ser utilizado como um meio especifico para o
isolamento estas bactérias.

Todos os isolados do grupo 1 desenvolveram pelicula nos meios testados assim como
as estirpes tipo PPe8 (RB 11366) Burkholderia tropica, HRC 54 (BR 11335) Herbaspirillum
seropedicae e HCC 103 (BR 11504) Herbaspirillum rubrisubalbicans. Apresentando grande
capacidade de adaptagdo a diferentes fontes de carbono e ph. Os 4 isolados pertencentes ao
grupo 7 perderam a capacidade de formarem pelicula nos meios testados por isso ndo foram
mais incluidos nas andlises de caracterizacao (Figura 4).

O maior grupo, grupo 2 com 22 isolados (55% dos isolados testados) ndo cresceram na
presenca de dcido méalico como fonte de carbono, apresentando comportamento semelhante a
estirpe tipo PAL 5 (BR 11281) de Gluconacetobacter diazotrophicus.

Resultado semelhante ao relato por Santos, (2008) que afirma a bactéria cresce bem
em presenca de sacarose, glicose, frutose, gluconato, manitol, sorbitol e glicerol, mas nao
utiliza alguns 4cidos carboxilicos, como sucinato, fumarato e malato. As fontes de carbono
usadas pelos diferentes grupos formados no dendrograma apresentado na Figura 4 estdo
listadas na Tabela 9.
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Tabela 9. Fontes de carbono usadas pelos grupos formados em dendrograma construido
a partir de uma matriz bindria e analisado pelo programa NTSYS, indice SM.

JMV LGI LGI-P _ JNFB
GRUPOS MANITOL SACAROSE SACAROSE AC. MALICO
0,5% 0,5% 10% 0,5%

1 + + + +

2 + + + -

3 + - +

4 - + + -

5 + - + +

6 - - + +

7 - - ; -

8 - - - +
Hﬁ‘;%ﬂ
IE—‘fc”mEa
%g% Grupo 1
1522
172
264
100
E‘AL::
#ls
282
180
163
187
213
n
1801 Grupo 2
170
219
202
27-A
6111
i
198
363-A
1713-B-3
200
211-A
10

, ;:BBg_ﬂMc
i
; 1138.¢ | Grupos
176-B2-1
|Tjﬂ1 | Grupo 7
337g
'}ﬂ"ﬂ]j& | Grupo 8
L R P o
Coefficient

Figura 4. Dendrograma de similaridade de isolados, provenientes de variedades de cana-de-
acucar gerado no programa NTSYS, algoritmo UPGMA e indice SM a partir da
avaliacdo da utilizacdo de varias fontes e concentracdes de carbono e em meio semi-
s6lido JMV, JNFB, LGI e LGI-P.
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4.3.3. Avaliacio da capacidade de producao do hormonio auxina (AIA)

A producao de AIA dos 36 isolados testados apresentou grande variagdo, variando de
nao detectado a 49,19 pg/mL. Do total de bactérias avaliadas cerca 69% produziram AIA.
Resultados semelhantes foram obtidos por Marchioro (2005) que avaliou a produgdo de AIA e
derivados em isolados obtidos de gramineas, abacaxi, banana e palmeira. A porcentagem de
isolados produtores de AIA foi maior nos isolados obtidos de raiz (64%) em relagdo a parte
aérea. Esta relacdo ndo foi observada por Barbosa et al., (2009) quando avaliou a producao de
AIA de isolados de cana-de-actcar. Dados da literatura sinalizam a AIA como um hormo6nio
capaz de facilitar associa¢do simbidtica (Silveira et al.,2007- livro microbiologia do solo e
qualidade ambiental, Marise Fonseca Dos Santos). Os isolados mais eficientes na sintese de
auxina total foram: 171 e 170. O isolado 171 apresentou a maior capacidade de producao de
auxinas (49,19 pg/mL), 29 vezes superior ao padrdo utilizado PAL 5 (Gluconacetobacter
diazotrophicus). O isolado 209 apresentou a menor capacidade de sintese de AIA (0,179
pg/mL). As bactérias que apresentaram producgdo positiva de AIA estdo representadas na
Figura 5.

60,0 -

50,0 -

340,0 b

~

o0 30,0 1

(1

20,0 A

Producio de auxina

10,0 A

0,0 -

N\

o
NN

SRR

A Q W S NAN ) o e} o & 0 ) S >
\5\9 \c@ﬁ'\@ $ IR SR I I I NGO A S N s nc,bq' A (g{?’ & o

2 v ) ¥
Bactérias Diazotréficas

Figura 5. Producido de hormonio auxina por isolados bacterianos diazotrdficas associados a
cana-de-actcar.

4.3.4. Avaliacao da morfologia celular

Para avaliacdo morfologia celular os isolados apresentaram diferencas tanto na forma
quanto no grau de agregacao das células. Dos 36 isolados avaliados 27,5% foram semelhantes
a estirpe padrao BR 11366 (Burkholderia tropica); 45% a BR 11281 (Gluconacetobacter
diazotrophicus) e 5% aos demais padroes BR 11335 (Herbaspirillum seropedicae), BR 11504
(Herbaspirillum rubrisubalbicans) e BR 11145 (Azospirillum amazonense) dados
representados na Tabela 10.
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Tabela 10. Morfologia das células dos isolados bacterianos e estirpes padrdes de cana-de-

acucar.
Bactérias Forma "’ Grau (je Bactérias Forma '’ Grau (je
Agregacao Agregacao
261 Bastonete C/A 259 Bastonete C/A
264 Bastonete C/A 205 Bastonete curvo (Vibrido) C/A
179-1A Bastonete C/A 159-C Bastonete C/A
163-A Bastonete C/A 206 Bastonete C/A
183 Bastonete C/A 152-2 Bastonete C/A
215 Bastonete curvo NC 171 Bastonete C/A
209 Bastonete curvo NC 173-B2 Bastonete C/A
176-B2-1 Bastonete curvo NC 211-A Bastonete C/A
232 Bastonete curvo NC 189 Bastonete C/A
263-A  Bastonete curvo NC 172 Bastonete C/A
202 Bastonete curvo NC 151-B Bastonete C/A
165 Bastonete curvo NC 170 Bastonete C/A
220 Bastonete curvo NC 262 Bastonete C/A
217-B  Bastonete curvo NC 256-2 Bastonete C/A
187 Bastonete curvo NC 219 Bastonete C/A
160-1  Bastonete curvo NC BR 11366 Bastonete C/A
216-A  Bastonete curvo NC BR 11335 Bastonete curvo (Vibriao) NC
227-A  Bastonete curvo NC BR 11504 Bastonete curvo (Vibrido) C/A
199 Bastonete curvo NC BR 11145 Bastonete curvo (Vibrido) C/A
6-1I  Bastonete curvo C/A BR 11281 Bastonete NC
8-III  Bastonete curvo C/A
) Presenca e auséncia de cadeias bacterianas C e NC, respectivamente. (A): formagio de
agregacao.
4.3.5. Reacao GRAM

A técnica de coloragdo revelou classificagio GRAM negativa em todos os isolados,
assim como nos padrdes de bactérias diazotrdficas. Revelando a presenca de uma parede
celular externa lipidica que foi removida durante o processo de coloragao.

C S Y

Figura 6. Isolados bacterianos a) 220; b) 259; c) 219 d) estirpe padrao BR 11281
(Gluconacetobacter diazotrophicus) submetidos a coloracio GRAM.
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4.4. Caracterizacao Molecular

4.4.1. Extracao do DNA genomico

O DNA gendmico extraido por sua qualidade ndo necessitou de etapas de purificacdo
posteriores. Ocorreu variagdo na quantidade de DNA gendmico entre as amostras, o que pode
ser atribuido a diferenca do nimero de células de cada bactéria cultivada no momento da
extracdo. A quantificagdo do DNA genomico determinada por densidade Optica em
espectrofotometro (NanoDrop® - SIMONATO et al., 2007) apresentou uma média entre 12 a
160 ng.pL'1 de concentragdo.

4.4.2. Amplificacdo do gene 16S DNAr

Em virtude de muitos produtos amplificados apresentarem vdrias bandas quando
visualizados no gel de agarose o mesmo foi submetido a processo de purificacdo. Onde todo
material amplificado (135 pL) foi depositado em tubos, com capacidade para 150 pL e
homogeneizado para purificagdo de acordo com o Kit Wizard® SV de purificagdo de PCR da
Promega.
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Figura 7. Eletroforese em gel de agarose 2% do produto de amplificacdo da regido
flanqueada pelo par de iniciadores 27f e R1492 para o gene 16S. PM: Marcador de
Peso Molecular Low DNA Mass Ladder — Invitrogen. Isolados (1-40).
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4.4.3. Reacao de seqiienciamento do gene 16S DNAr

A reacdo de seqiienciamento do gene 16S DNAr dos isolados bacterianos foi realizada
conforme descrito no item 3.5.3. Segundo Videira (2008) valores acima de 97% de
similaridade caracterizam o isolado com pertencente a uma mesma espécie ou género. A
andlise em MegaBLAST revelou que entre as bactérias analisadas os isolados foram
semelhantes a espécie Burkholderia cenocepacia (170, 211-A e 262), Gluconacetobacter
diazotrophicus (176-B2-1 e 215), Enterobacter oryzae (159-C), e ao género Bacillus (209 e
217-B), Enterbacter (206), Ochrobactrum (163-B) apresentados na Tabela 11.

Para o posicionamento filogénico as seqiiéncias foram alinhadas e editadas para que
todas apresentassem o mesmo nimero de nucleotideos. Por este motivo foram geradas duas
arvores filogénicas. A primeira drvore os isolados apresentaram seqiiéncias com mais de 700
pb e a segunda com menos de 700 pb. Muitas bactérias apresentaram identidades diferentes da
andlise de similaridade feita no BLAST é provdvel que durante a edicdo das seqiiéncias, a
regido de maior similaridade tenha sido removida, utilizando-se entdo uma regiio com maior
variabilidade genética. A arvore filogenética baseada na seqiiéncia do gene 16S rDNA com
mais de 700 pb, criada através da comparacdo com o NCBI GenBank, mostrou que alguns
isolados apresentam similaridade de 100% com as espécies de Gluconacetobacter
diazotrophicus (n° de acesso no GenBank X97776.1) — isolado 215, Burkholderia tropica (n°
de acesso no GenBank EF139183.1) — isolado 179-1A e os géneros de Burkholderia —
isolados 151-B, 211-A e 219. O isolado163-B apresentou 97% de similaridade com
Ochrobactrum sp. estirpe AZn6.1 (n° de acesso no GenBank AB217471.1) assim como o
isolado 206 com a espécie Enterobacter sp. F3feb (n° de acesso no GenBank X97776.1),
confirmando os resultados da andlise de BLAST (Figura 8 e 9). Nao foi possivel obter
similaridade superior a 97% para os isolados com seqiiéncias de bases inferiores a 700pb
através do banco de dados NCBI.

Tabela 11. Andlise no programa MegaBLAST do sequenciame nto parcial do gene 16S
rDNA dos isolados endofiticos obtodos de variedades de cana-de-acucar.

Codigo Cédigode  Miéxima
do Cultivar/Amostra Grupo Blast 16s rDNA .
. acesso Identidade%
isolado
1 151-B VAT 90212 14 meses/Raiz 7 Brkholderia cenocepacia CP000459.1 94
2 170 RB 72454/Raiz 7 Brkholderia cenocepacia FJ870663.1 97
3 211-A RB 72454/Raiz 7 Brkholderia cenocepacia CP000459.1 99
4 219 RB 72454/Raiz 7 Brkholderia cenocepacia CP000458.1 93
5 262 RB 72454/Raiz 7 Brkholderia cenocepacia CP000459.1 98
6 209 RB 72454/P.A 4 Bacillus sp. DQ658991.1 97
7 217-B RB 92579/Raiz 4 Bacillus sp. GU566345.1 99
8 160-1 VAT 90212 14 meses/Raiz 4 Gluconacetobacter CP0001189.1 91
diazotrophicus
9 176-B2-1 RB 72454/P.A 4 Gluconacetobacter AMS889285.1 97
diazotrophicus
10 259 RB 867515 soca 14 3 Gluconacetobacter CP001189.1 90
meses/Raiz diazotrophicus
11 215 RB 72454/P.A 4 Gluconacetobacter AMS889285.1 97
diazotrophicus
12 220 SP 813250 14 meses/P.A 4 Gluconacetobacter AM889285.1 88
diazotrophicus
13 165 RB 92579 14 meses/Raiz 4 Ochrobactrum anthropi DQ468351.1 94
14 1522 RB 72454/P.A 5 Paenibacillus favisporus EF173324.1 80
15  256-2 RB 72454/P.A 5 Uncultered Enterobacter sp. GQ417628.1 94
16 206 RB 72454/Raiz 5 Uncultered Enterobacter sp. GQ417628.1 99
17  216-A RB 72454/P.A 4 Uncultered Enterobacter sp.  GQ417629.1 88
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Tabela 11. Continuacao.

Codigo

do Cultivar/Amostra Grupo Blast 16s rDNA Codigo de Mapma
. acesso Identidade%
isolado
18 179-1A RB 867515 soca 7 3 Burkholderia tropica EF139183.1 96
meses/Raiz
19 255 RB 867515/Raiz 3 Burkholderia tropica EF139183.2 95
20 159-C RB 72454/Raiz 5 Enterobacter oryzae EF488758.1 98
21 163-B RB 72454/Raiz 3 Ochrobactrum sp. EF587906.1 98
22 257-B1 RB 82579 14 meses/Raiz 4 Ochrobactrum sp. AY306225.2 87
23 199 RB 72454/P.A 4 Uncultered alpha GQ984345.1 90

proteobacterium sp.
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Figura 8. Arvore filogenética baseada nas seqiiéncias parciais do gene 16S DNAr dos
isolados com mais de 700pb e proteobactérias fixadoras de nitrogénio do banco de dados
NCBI. A érvore foi gerada pelo método neighbour-joining. A andlise de bootstrapping foi
calculada com 1000 repeticdes.
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Figura 9. Arvore filogenética baseada nas seqiiéncias parciais do gene 16S DNAr dos
isolados com menos de 700pb e proteobactérias fixadoras de nitrogénio do banco de
dados NCBI. A arvore foi gerada pelo método neighbour-joining. A andlise de
bootstrapping foi calculada com 1000 repeticdes.

4.5. Analises da Produtividade de colmos (PC) e da Massa Seca da Parte Aérea (MS)

Dentre as cultivares estudadas nem uma apresentou diferenca estatistica (P> 0,05) na
produtividade agricola. A falta de resposta a inoculag@o foi observada também por Silva et al.
(2009). A cultivar com menor média de produtividade foi a RB 72454, que apresentou uma
produtividade média de 185,93 Mg/ha. A maior produtividade média foi obtida pela cultivar
RB 918639 com 191,96 Mg/ha. Estudos mostram que a resposta a inoculagcdo é bastante
variada e que pode estar relacionada a fatores como genétipo de planta e o ambiente de
producdo.
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Tabela 12. Produtividade de colmos (Mg/ha) das variedades da cana-de-aguicar inoculadas
com bactérias diazotréficas no campo experimental da Embrapa Agrobiologia.

Variedades

Tratamentos RB 72454 RB 867515 RB 918639 Médias
Mistura 160,6aA 219,5aA 182,2aA 187,4A
160-1 197,2aA 191,6aA 184,5aA 191,1A
179-1A 166,2aA 194,8aA 97,8aA 152,9A
202 202,7aA 208,4aA 151,1aA 187,4A
215 198,0aA 166,0aA 178,8aA 180,9A
263-A 190,7aA 171,9aA 176,4aA 179,7A
Cont. Abs. 174,1aA 181,5aA 208,3aA 187,9A
Cont. Nitr. 233,9aA 202,9aA 207,5aA 218,8A

Médias 185,93a 190,42a 191,96a

CV(%) 21,39

' Médias seguidas de diferente letra mintscula na coluna e maidsculas na linha diferem entre si pelo
teste de Skott-Knott ao nivel de significincia 0,05. Dados referentes as médias de quatro repeti¢des
referentes aos oito tratamentos nas trés variedades de cana-de-agtcar.

Os resultados da andlise de variancia (Tabelas 14) mostraram diferencgas estatisticas
significativas apenas na produtividade de MS da palha. As variedades RB 72454, RB 867515
apresentaram produtividade de MS de palha significativa quando inoculada com o isolado
160-1. Também apresentou ganho de MS na palha a variedade RB 918639 quando inoculada
como isolado 215 em relacdo aos demais tratamentos ao nivel de 5 % de probabilidade.

As variedades RB 72454, RB 867515 e RB 918639 apresentaram produtividade de
MS da palha de 0,7 Mg.ha'l, 2,5 Mg.ha'1 e 10,9 Mg.ha'l, respectivamente, superior ao
controle nitrogenado. Nao foram observadas variacdes dentro nem entre as variedades de
cana-de-acticar quanto aos diferentes tratamentos usados de inoculagdo em nivel de 5% de
probabilidade para o colmo, folha bandeira e massa total na producao de MS. Contudo a
resposta da inoculacdo foi bastante varidvel. A variedade RB 72454 foi a que menos
respondeu aos tratamentos de inoculacao.

Silva et al. (2009) ao avaliar o efeito da utilizacdo, em campo, de inoculantes
compostos (mistura de estirpes de bactérias diazotréficas, polimeros carboximetilcelulose e
amido), também ndo observou resposta a producdo de massa de matéria seca total (colmo +
ponteiro + palha) significativas entre os tratamentos para a variedade RB72454. Este
comportamento pode ser explicado pelas variacdes ambientais e na possivel interacdo do
genotipo vegetal com bactérias endofiticas no processo de FBN.

O tratamento mistura de estirpes promoveu ganho de massa seca em quase todas as
partes da cana-de-acucar analisadas, embora nao sejam significativos os valores. Este
comportamento foi observado por Canuto et al. (2003), em experimentos de selecio de
estirpes de bactérias diazotréficas, que melhor se associavam a plantas micropropagadas. Os
autores observaram que tanto as misturas de estirpes quanto as estirpes isoladas eram capazes
de promover aumento de massa seca em variedades de cana-de-agucar.
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Tabela 13. Produtividade da MS dos colmos (Mg.ha') das variedades de cana-de-acticar
inoculadas com bactérias diazotréficas no campo experimental da Embrapa

Agrobiologia
Variedades
Tratamentos RB 72454 RB 867515 RB 918639 Médias
Mistura 35,9aA 63,9aA 38,3aA 46,0A
160-1 38,2aA 50,4aA 36,2aA 41,6A
179-1A 49,5aA 42,3aA 62,0aA 51,3A
202 62,4aA 45,8aA 43,2aA 50,5A
215 58,3aA 47,3aA 54,1aA 53,2A
263-A 38,6aA 41,2aA 38,1aA 39,3A
Cont. Abs. 49,0aA 57,2aA 46,7aA 51,0A
Cont. Nitr. 62,3aA 57,2aA 33,5aA 51,0A
Médias 49,3a 50,7a 44.0a
CV (%) 47,77

"' Médias seguidas de diferente letra mintscula na coluna e maidsculas na linha diferem entre si pelo
teste de Skott-Knott ao nivel de significancia 0,05. Dados referentes as médias de quatro repeti¢des
referentes aos oito tratamentos nas trés variedades de cana-de-agucar.

Tabela 14. Produtividade da MS das folhas bandeira (Mg.ha"l) das variedades de cana-de-
acucar inoculadas com bactérias diazotréficas no campo experimental da Embrapa

Agrobiologia
Variedades
Tratamentos RB 72454 RB 867515 RB 918639 Médias
Mistura 7,8aA 7,2aA 8,7aA 7,9A
160-1 10,2aA 8,6aA 6,7aA 8,5A
179-A 6,4aA 6,9aA 7,6aA 7,0A
202 9,5aA 7,2aA 8,4aA 8,4A
215 8,9aA 9,2aA 10,5aA 9,6A
263-A 9,5aA 7,2aA 9,0aA 8,5A
Cont. Abs. 8,2aA 7,2aA 7,6aA 7,7A
Cont. Nitr. 10,5aA 8,2aA 7,0aA 8,6A
Médias 7, 7a 8,2a 8,2a
CV (%) 3291

' Médias seguidas de diferente letra mintscula na coluna e maidsculas na linha diferem entre si pelo
teste de Skott-Knott ao nivel de significincia 0,05. Dados referentes as médias de quatro repeti¢des
referentes aos oito tratamentos nas trés variedades de cana-de-agucar.
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Tabela 15. Produtividade da MS das palhas (Mg.ha') das variedades de cana-de-acicar
inoculadas com bactérias diazotréficas no campo experimental da Embrapa

Agrobiologia
Variedades
Tratamentos RB 72454 RB 867515 RB 918639 Médias
Mistura 14,3aA 18,9aA 19,8bA 17,6A
160-1 23,8aA 18,9aA 12,3bB 18,3A
179-1A 15,1aA 12,2aA 18,7bA 15,2A
202 19,8aA 19,6aA 17,5bA 19,0A
215 18,6aA 17,1aA 29,4aA 21,7A
263-A 15,5aA 18,5aA 17,7bA 17,2A
Cont. Abs. 16,5aA 21,7aA 18,9bA 19,0A
Cont. Nitr. 23,1aA 16,4aA 18,5bA 19,3A
Médias 18,3a 17,9a 19,1a
CV (%) 32,88

"' Médias seguidas de diferente letra mintscula na coluna e maidsculas na linha diferem entre si pelo
teste de Skott-Knott ao nivel de significancia 0,05. Dados referentes as médias de quatro repeti¢des
referentes aos oito tratamentos nas trés variedades de cana-de-actcar.

Tabela 16. Produtividade da MS total (Mg.ha") das variedades de cana-de-actcar inoculadas
com bactérias diazotroficas no campo experimental da Embrapa Agrobiologia

Variedades

Tratamentos RB 72454 RB 867515 RB 918639 Médias
Mistura 58,0aA 89,9aA 66,9aA 71,6A
160-1 72,2aA 77,9aA 55,3aB 68,5A
179-1A 71,0aA 61,5aA 88,2aA 73,6A
202 91,7aA 72,6aA 69,2aA 77,8A
215 85,9aA 73,7aA 93,9aA 84,5A
263-A 63,2aA 67,1aA 64,9aA 65,1A
Cont. Abs. 73,7aA 86,0aA 73,3aA 77,7A
Cont. Nitr. 95,9aA 81,7aA 59,1aA 78,9A

Médias 76,5a 76,3a 71,3a

CV(%) 36,42

"' Médias seguidas de diferente letra mintscula na coluna e maidsculas na linha diferem entre si pelo
teste de Skott-Knott ao nivel de significancia 0,05. Dados referentes as médias de quatro repeti¢des
referentes aos oito tratamentos nas trés variedades de cana-de-agtcar.

4.6. Analises dos Teores de N Total na Parte Aérea

Os teores de nitrogé€nio total apresentaram diferengas estatisticas significativas em
nivel de 5% nas andlises realizadas na folha bandeira para as variedades RB 918639 ¢ RB
72454. As variedades RB 918639 e RB 72454 presentearam os maiores teores de N total em
relagdo aos demais tratamentos quando inoculadas com os isolados 215 (96,8 kg.ha™) e 160-1
(69,7 kg.hé’l) respectivamente (Tabela 18). Estes valores foram 147 e 19 vezes superiores ao
controle nitrogenado respectivamente. Este fato positivo de inocula¢do pode ser atribuido ao
processo de FBN, sintese de fitohormonios de crescimento como a auxina ou por um efeito
sinergistico destes fatores sobre a planta segundo Canuto et al. (2003).

A variedade RB 867515 ndo apresentou resposta a adubacao nitrogenada e nem aos
tratamentos inoculados para nem uma das andlises realizadas de N total (Tabela 15, 16, 17 e
18). Segundo Xavier (2006) a variedade RB 72454 apresenta alto potencial para FBN, com
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base nas técnicas de balango de N-total no sistema solo/planta.

Tabela 17. Analises dos teores de N total (kg.ha’l) no colmo das variedades de cana-de-
acucar inoculadas com bactérias diazotréficas no campo experimental da Embrapa

Agrobiologia
Variedades
Tratamentos RB 72454 RB 867515 RB 918639 Médias
Mistura 6,6aA 5,2aA 7, 7aA 6,5A
160-1 11,2aA 7,5aA 4,7aA 7,8A
179-1A 4,6aA 4,9aA 6,1aA 5,2A
202 9,3aA 5,6aA 7,2aA 7,4A
215 8,2aA 12,2aA 11,1aA 10,5A
263-A 8,9aA 6,1aA 8,2aA 7,6A
Cont. Abs. 7,8aA 6,3aA 6,3aA 6,8A
Cont. Nitr. 11,9aA 6,9aA 5,1aA 7,9A
Médias 8,6a 6,9a 7.0a
CV(%) 69,42

' Médias seguidas de diferente letra mintscula na coluna e maitsculas na linha diferem entre si pelo
teste de Skott-Knott ao nivel de significincia 0,05. Dados referentes as médias de quatro repeti¢des
referentes aos oito tratamentos nas trés variedades de cana-de-agucar.

Tabela 18. Andlises dos teores de N total (kg.ha’l) na folha bandeira das variedades de cana-
de-agucar inoculadas com bactérias diazotréficas no campo experimental da Embrapa

Agrobiologia
Variedades
Tratamentos RB 72454 RB 867515 RB 918639 Médias
Mistura 20,8aA 36,6aA 39,6bA 32,4A
160-1 69,7aA 38,5aB 16,3bB 41,5A
179-1A 24,3aA 15,4aA 39,4bA 26,4A
202 43,2aA 39,5aA 30,9bA 37,9A
215 36,9aB 34,1aB 96,8aA 55,9A
263-A 24, 7aA 37,8aA 32,5bA 31,7A
Cont. Abs. 30,1aA 50,6aA 36,2bA 39,0A
Cont. Nitr. 58,5aA 26,9aA 39,1bA 41,5A
Médias 38,5a 34,9a 41,4a
CV(%) 76,39

' Médias seguidas de diferente letra mintscula na coluna e maidsculas na linha diferem entre si pelo
teste de Skott-Knott ao nivel de significincia 0,05. Dados referentes as médias de quatro repeti¢des
referentes aos oito tratamentos nas trés variedades de cana-de-agtcar.
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Tabela 19. Anilises dos teores de N total (kg.ha') na palha das variedades de cana-de-agtcar
inoculadas com bactérias diazotréficas no campo experimental da Embrapa

Agrobiologia
Variedades
Tratamentos RB 72454 RB 867515 RB 918639 Médias
Mistura 141,9aA 485,5aA 204,1aA 277,2A
160-1 156,2aA 271,2aA 135,5aA 187,6A
179-1A 274,2aA 270,2aA 529,3aA 357,9A
202 513,5aA 215,2aA 192,9aA 307,2A
215 410,7aA 285,8aA 293,0aA 328,9A
263-A 177,4aA 170,2aA 175,5aA 174,3A
Cont. Abs. 302,3aA 340,8aA 280,6aA 307,9A
Cont. Nitr. 427.9aA 369,5aA 154,4aA 317,3A
Médias 300,5a 301,1a 245,7a
CV (%) 96,64

"' Médias seguidas de diferente letra mintscula na coluna e maidsculas na linha diferem entre si pelo
teste de Skott-Knott ao nivel de significancia 0,05. Dados referentes as médias de quatro repeti¢des
referentes aos oito tratamentos nas trés variedades de cana-de-agucar.

Tabela 20. Andlises dos teores de N total (kg.ha') na parte aérea das variedades de cana-de-
acucar inoculadas com bactérias diazotréficas no campo experimental da Embrapa

Agrobiologia
Variedades
Tratamentos RB 72454 RB 867515 RB 918639 Médias
Mistura 169,2aA 527,4aA 215,1aA 316,1A
160-1 237,1aA 317,2aA 156,3aA 236,9A
179-1A 303,1aA 290,6aA 574,8aA 389,5A
202 565,9aA 260,3aA 231,0aA 552,4A
215 455,8aA 332,1aA 400,9aA 396,3A
263-A 211,1aA 214,1aA 216,1aA 213,9A
Cont. Abs. 340,2aA 397,8aA 323,2aA 353,7A
Cont. Nitr. 498.,4aA 403,4aA 198,7aA 366,8A
Médias 347,6a 342.8a 294.1a
CV(%) 87,38

' Médias seguidas de diferente letra mintscula na coluna e maidsculas na linha diferem entre si pelo
teste de Skott-Knott ao nivel de significincia 0,05. Dados referentes as médias de quatro repeti¢des
referentes aos oito tratamentos nas trés variedades de cana-de-agtcar.
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5 CONCLUSOES

= Através do uso de métodos moleculares e fisioldgicos foi possivel estudar a
diversidade populacional e identificar alguns isolados.

= Alguns isolados foram eficientes na promoc¢do de crescimento vegetal de plantas de

cana-de-acticar no campo, aos 10 meses apos plantio, promovendo aumento de massa
seca na palha e nos teores de nitrogénio total em folha bandeira da cultura.
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7 ANEXOS

A - Meios de Cultivo

Meio JMV (BALDANI V. L. D., 1996. Tese (Doutorado em Agronomia — Ciéncia do Solo).
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropedica.)

Manitol5g

K2HPO4 sol. 10 % 6 ml

KH2PO4 sol. 10 % 18 ml

MgS0O4.7H20 sol. 10 % 2 ml

NaCl sol. 10 % 1 ml

CaCl2. 2H20 sol. 1 % 2ml

Azul de bromotimol  sol. 0,5 % em 0,2 Nde KOH 2 ml
FeEDTA sol. 1,64 % 4 ml

Sol. de micronutrientes para meio de cultura 2 ml
Vitamina para meio de cultura 1 ml
Extrato de levedura 100 mg

Ajustar o pH para 5,0 — 5,4.

Completar para 1000 ml com dgua destilada.

Adicionar 1,6 g 1-1 de agar para semi-sélido e 25 g 1-1 para sélido.

Para meio liquido adicionar 10 mM de glutamato de sédio (1,87g/1) (indicador opcional).

Meio LGI (MAGALHAES et al., Anais da Academia Brasileira de Ciéncias, v.55:417-430, 1983)
Acucar cristal (sacarose) S5g

K2HPO4 sol. 10 % 2 ml

KH2PO4 sol. 10 % 6 ml

MgS0O4.7H20 sol. 10 % 2 ml

CaCl2. 2H20 sol. 1 % 2ml

Na2Mo0O4.2H20 sol. 0.1 % 2ml

FeCl3.6H20 sol. 1 % 1 ml

Azul de bromotimol  sol. 0,5 % em 0,2 Nde KOH 5 ml
FeEDTA sol. 1,64 % 4 ml

Vitamina para meio de cultura 1 ml

Ajustar o pH para 6,0 — 6,2 com solucdo de H2SO4 a 5 %
Completar para 1000 ml com H20 destilada.
Adicionar 1,4 g 1-1 de agar para semi-sé6lido e 15 g 1-1 para sélido.

Meio DYGS (RODRIGUEZ NETO, Summa Phytopathologica, Campinas, v.12(1-2). p. 16, 1986.)
Glicose?2 g

Acido milico 2g

Peptona bacterioldgica 1,5 g

Extrato de levedura 2¢g

K2HPO4 05¢g

MgS04.7H20 05¢g

Acido glutamico 15¢g

Ajustar o pH com solucido de KOH a 10%:

pH 6,0 para Herbaspirillum.

pH 6,0 para Gluconacetobacter (menos dcido malico).
pH 6,8 para Azospirillum.
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Completar para 1000 ml com H20 destilada.
Adicionar 15g 1-1 de agar para meio sélido.

Meio LGI-P (DOBEREINER et al., Embrapa-SPI, Brasilia, 1995)
Actcar Cristal (sacarose) 100 g

K2HPO4 sol. 10 % 2 ml

KH2PO4 sol. 10 % 6 ml

MgS0O4.7H20 sol. 10 % 2 ml
CaCl2.2H20 sol. 1 % 2 ml
Na2Mo0O4.2H20 sol. 0.1 % 2 ml
FeCl3.6H20 sol. 1 % 1 ml

Azul de bromotimol  sol. 0,5 % em 0,2 Nde KOH 5 ml
Vitamina para meio de cultura 1 ml

Ajustar o pH para 5,5 com solucdo de dcido acético a 1%.
Completar para 1000ml com dgua destilada.
Adicionar 1,3 g 1-1de agar para semi-sélido e 25 g I-1para sélido.

Meio JNFb (DOBEREINER et al., Embrapa-SPI, Brasilia, 1995)
Acidomdlico 5¢g
K2HPO4 sol. 10 % 6 ml

KH2PO4 sol. 10 % 18 ml

MgS04.7H20 sol. 10 % 2 ml

NaCl sol. 10 % 1 ml

CaCl2.2H20 sol. 1 % 2 ml

Azul de bromotimol  sol. 0,5 % em 0,2 Nde KOH 2 ml
FeEDTA sol. 1,64 % 4 ml

Sol. de micronutrientes para meio de cultura 2 ml
Vitamina para meio de cultura 1 ml

KOH 45¢

Extrato de levedura (somente para meio s6lido) 20 mg
Ajustar o pH para 5,8 com solu¢do de KOH a 1%.
Completar para 1000 ml com 4gua destilada.

Adicionar 1,7 g 1-1 de agar para semi-sé6lido e 17 g 1-1para sélido.

Meio LG (DOBEREINER et al., Embrapa-SPI, Brasilia, 1995)

Acucar Cristal (sacarose) 20¢g

K2HPO4 sol. 10 % 0,5 ml

KH2PO4 sol. 10 % 1,5 ml
MgS0O4.7H20 sol. 10 % 2 ml
CaCl2.2H20 sol. 1 % 2 ml
Na2Mo0O4.2H20 sol. 0.1 % 2ml
FeCl3.6H20 sol. 1 % 1 ml

Azul de bromotimol  sol. 0,5 % em 0,2 Nde KOH 5 ml

Ajustar o pH para 6,6 — 7,0.
Completar para 1000 ml com 4gua destilada.
Adicionar 15 g 1-1 de agar para sélido.

Meio Batata-P (DOBEREINER et al., Embrapa-SPI, Brasilia, 1995)
Batata cozida 200 g

Actcar cristal 100 g

Solugdo de micronutrientes 2 ml

Solugdo de vitaminas 1 ml
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Pesar os 200 g de batata e cozinhar em dgua destilada durante 30 minutos. Paralelamente o
actcar cristal, o micronutriente e a vitamina em 50 ml de dgua destilada com 2 gotas de azul de
bromotimol sol. 0,5% em 0,2 N de KOH. Filtrar a batata em algoddo e juntar a solugdo preparada
anteriormente ao filtrado. Completar o volume para 1000 ml. Adicionar e ajustar o pH com dacido
acético ate atingir pH 5,5. Adicionar 25g I-1 de 4gar para sélido.

B - Solucoes

Solucao salina para diluicao seriada

K2HPO4 sol. 10 % 1 ml

MgSO4sol. 10 % 0,5 ml

NaCl sol. 10 % 0,2 ml

CaCl2.2H20 sol. 10 % 0,5 ml

FeEDTA sol. 1,64 % 1 ml

Sol. De micronuturientes para meio de cultura 0,5 ml

Ajustar o pH para 6,5 com solucdo de H2SO4 a 5 %,
Completar com dgua destilada para 1000 ml.

Soluciao de micronutrientes para meio de cultura

Na2MoO4.2H20 0,200g
MnS04.H20 0,235g
H3BO3. 0,280g
CuS04.5H20 0,008
ZnS04.7H20 0,024g

Completar o volume para 200 ml com dgua destilada.

Solucio de vitaminas
Biotina 10 mg
Piridoxol — HCI 20 mg

Dissolver em banho-maria e completar o volume para 100 ml com dgua destilada,
Manter a solucdo em geladeira.

Reagente de Lowry (LOWRY et al., Journal of Biological Chemistry, Bethesda, v. 193, n. 1, p. 265-
275, 1951)

Solucdo A: 50 g de Na2CO03 em 1 1 de dgua destilada, 0,47 M

Solugdo B: 1 g de tartarato duplo de sédio e potdssio e 1 1 de 4gua, KNaC4H406.4H20, 0,08 M,
Solugdo C: 1 g de CuSO4.5H20 em 1 | de dgua destilada, 0,04 M

Juntar 50 ml da solug¢do A, mais 1 ml da solu¢do C e 1 ml da solug@o B, nesta ordem.

Tampao fosfato — 0,5M
K2HPO4 170 g 21H20
KH2PO4 68g 11H20

Promover a mistura das duas solugdes e ajustar o pH para 7,0.
Guardar em geladeira e diluir em 4dgua destilada na hora do uso.

TAE 1X
Acrescentar 20 ml de TAE 50 X a 980 ml de 4gua destilada para ter TAE 1 X.
TAE 50x: Tris base 242 ¢

Acido acético glacial 57,1 ml

EDTA 0,5M pH 8,0 100 ml
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Tampao de amostra

0,25% de azul de bromofenol

40% de sacarose em dgua

A solucio foi esterilizada e estocada a 4 oC

Revelador kodak D79

Metol 35¢g
Sulfito de sédio 60,0 g
Hidroquinona 90¢g
Carbonato de sédio 40,0 g
Brometo de potassio 30¢g

Aquecer 700 ml de dgua a 50 °C, colocar os reagentes na seqiiéncia e completar para 1000 ml.

TBE 10 X

Tris Base 121¢g
Acido bérico 55,6 g
EDTA 93¢
Agua 1000 ml
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