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Figura 3.23. Influéncia do local de isolamento (EECAC — Carpina e

Usina Petribl) em funcdo do nicho de colonizagédo
bacteriana (ER: endofiticas de raiz; e RIZ: rizoplano),
sobre a producéo de AlA, via independente de triptofano.
Letras iguais nao diferem entre si, de acordo com o Teste
de Scott-Knott (p<0,05).
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das linhagens bacterianas produtoras de AlA associadas a
plantas de cana-de-agUcar, com base nas sequéncias
obtidas pelo primer BOX AlR, através do coeficiente de
Jaccard e pelo método UPGMA (Unweighted Pair-Group
Method with Arithmetical Average), com bootstrap de
1.000 vezes. Os numeros nos nds em questdo indicam a
porcentagem de vezes que O grupo permaneceu no
consenso.

Placas de Petri do isolamento de bactérias associadas as
raizes e rizosfera de plantas de cana soca, em meio de
cultura TSA solido.

Densidade populacional bacteriana em relacéo ao nicho de
colonizacdo bacteriana (rizosfera e endofiticas de raiz) de
plantas de cana soca. Médias de trés repeticbes. Médias
com a mesma letra ndo diferem significativamente entre si
de acordo com o teste de Scott-Knott (p<0.05).

Densidade populacional bacteriana em relacdo as
variedades de cana soca (RB92579; RB867515;
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entre si de acordo com o teste de Scott-Knott (p<0.05).
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Figura 4.4.

Figura 4.5.

Figura 4.6.

Distribuicdo das linhagens bacterianas produtoras de AlA,
via dependente de triptofano, em relagéo ao nicho do qual
foram isoladas. ER: endofitica de raiz e RIZ: rizosfera. A
analise pelo teste do x2 mostrou que houve influéncia dos
nichos (p<0,05).

Distribuicdo das linhagens bacterianas produtoras de AlA,
via dependente de triptofano, em relagao a trés variedades
de cana soca (RB92579; RB867515; RB863129) das quais
foram isoladas. A analise pelo teste do x2 mostrou que nao
houve influéncia das variedades (p<0,05).

Distribuicdo das linhagens bacterianas segundo os niveis
de producdo de AIA, via dependente de triptofano,
agrupadas de acordo com o Teste de Scott-Knott (p<0,05)

em pg.mL™.

Figura 4.7. Producédo de AIA, via dependente de triptofano, por

bactérias isoladas da rizosfera de trés variedades de cana-
de-acucar (RB92579; RB867515; RB863129), cultivadas
na EECAC aos trés meses de rebrota na fase soca. Média
de trés repeticdes. Letras seguidas de nimeros iguais ndo
diferem entre si, de acordo com o Teste de Scott-Knott
(p<0,05).

Figura 4.8. Producédo de AIA, via dependente de triptofano, por

bactérias endofiticas isoladas de raizes de trés variedades
de cana-de-acucar (RB92579; RB867515; RB863129),
cultivadas na EECAC aos trés meses de rebrota na fase
soca. Média de trés repeticbes. Letras seguidas de
nameros iguais nao diferem entre si, de acordo com o
Teste de Scott-Knott (p<0,05).

Figura 4.9. Influéncia do nicho de colonizacdo bacteriana (ER:

endofitica de raiz; Riz: rizosfera) em funcdo das
variedades de cana-de-acucar (RB92579; RB867515;
RB863129), via dependente de triptofano. Letras iguais
nao diferem entre si, de acordo com o Teste de Scott-Knott
(p<0,05).
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Figura 4.10. Distribuicdo das linhagens bacterianas produtoras de AIA
via independente de triptofano, em relagédo ao nicho qual
foram isoladas. ER: endofitica de raiz e RIZ: rizoplano A
analise pelo teste do x2 mostrou que houve influéncia do
nicho (p<0,05).

Figura 4.11. Distribuicdo das linhagens bacterianas produtoras de AlIA
via independente de triptofano, em relacdo as variedades
(RB92579; RB867515; RB863129) de cana que foram
isoladas. A analise pelo teste do x2 mostrou que houve
influéncia das variedades (p<0,05).

Figura 4.12. Distribuicdo das linhagens bacterianas segundo os niveis
de producdo de AIA via independente de triptofano,
agrupadas de acordo com o Teste de Scott-Knott (p<0,05)
em pg.mL™.

Figura 4.13. Produgcédo de AIA (pug.mL?), via independente de
triptofano, por bactérias endofiticas de raizes e da
rizosfera de variedades de cana-de-acucar (RB92579,
RB867515, RB863129), cultivadas na EECAC, aos trés
meses de rebrota na fase soca. ER: Endofitica de raiz.
Média de trés repeticbes. Letras seguidas de numeros
iguais nao diferem entre si, de acordo com o Teste de
Scott-Knott (p<0,05).

Figura 4.14. Influéncia do nicho de colonizagdo bacteriana (ER:
endofitica de raiz; Riz: rizosfera) sobre a producédo de AlA,
via independente de triptofano. Letras iguais ndo diferem
entre si, de acordo com o Teste de Scott-Knott (p<0,05).

Figura 4.15. Dendrograma de similaridade mostrando o agrupamento
das linhagens bacterianas produtoras de AlA associadas a
plantas de cana soca, com base nas sequéncias obtidas
pelo primer BOX A1R, através do coeficiente de Jaccard e
pelo método UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with
Average) com bootstrap de 1.000 vezes. Os nUmeros nos
nos em questdo indicam a porcentagem de vezes que 0

grupo permaneceu no consenso. ER: endofitica de raiz;
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RZ: rizosfera; V1: RB92579; V2: RB867515 e V3:
RB863129.

Figura 4.16. Perfis de DGGE obtidos apds amplificacdo com primers

universais para o gene 16S rRNA. ER: endofitica de raiz; e
RZ: rizosfera, de trés variedades (RB92579, RB867515,
RB863129) de cana-de-acucar. Cada variedade apresenta

trés repeticoes.

Figura 3.17 . Dendrograma de similaridade mostrando o agrupamento

Figura

Figura 5.2.

das linhagens com baseados nas sequéncias obtidas por
primers especificos para o gene 16S rDNA, através do
coeficiente de Jaccard e pelo método UPGMA
(Unweighted Pair-Group Method with Average) com
bootstrap de 1.000 vezes. Os numeros nos nos em
guestdo indicam a porcentagem de vezes que O grupo
permaneceu no consenso. ER: endofitica de raiz; RZ:
rizosfera; V1: RB92579; V2: RB867515 e V3: RB863129.
5.1. Subdivisao Gammaproteobacteria, familia
Enterobacteriaceae. Arvore filogenética construida pelo
programa MEGA 5.0 através das sequencias do 16S rDNA
das linhagens UAGC70, UAGC103 e UAGC140,
endofiticas de raiz e do rizoplano da cana-de-agucar. Os
nameros nos nds em questdo indicam a porcentagem de
vezes que 0 grupo permaneceu no consenso (bootstrap de
1.000 vezes). A sequencia de Streptomyces sp.JF799836
foi utilizada para enraizar a éarvore filogenética, como
grupo externo.

Subdivisdo Betaproteobacteria, familia Burkholderiaceae.
Arvore filogenética construida pelo programa MEGA 5.0
através das sequencias do 16S rDNA das linhagens
UAGC76, UAGC78 e UAGC114, endofiticas de raiz e do
rizoplano da cana-de-agucar. Os numeros nos nds em
questdo indicam a porcentagem de vezes que 0O grupo
permaneceu no consenso (bootstrap de 1.000 vezes). A

sequencia de Pelistega europaea Y11890 foi utilizada para
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Figura 5.3.

Figura 5.4.

enraizar a arvore filogenética, como grupo externo.

Curvas de crescimento e de producao de AIA em funcao
do tempo de cultivo da linhagem UAGC70. A: densidade
otica (D.O.goonm) Via dependente e independente de
triptofano; B: producéo de AIA em pg.mL-! via dependente
e independente de triptofano. Médias de trés repeticdes.

Curvas de crescimento e de producao de AIA em funcao
do tempo de cultivo da linhagem UAGC78. A: densidade
otica (D.O.goonm) Via dependente e independente de
triptofano; B: producgéo de AIA em pg.mL-! via dependente
e independente de triptofano. Médias de trés repeticdes.
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RESUMO

A associacdo entre bactérias benéficas e plantas é considerada
extremamente importante, pois pode promover o desenvolvimento do vegetal
atraves da disponibilizacdo de nutrientes, protecéo e producdo de substancias
promotoras de crescimento vegetal, como o acido indol acético (AlA). A cana-
de-aclcar € uma cultura de grande importancia agricola e econémica, e sua
producdo crescente ainda depende de diversos insumos quimicos que séo
onerosos e prejudicam o ambiente. Uma alternativa sustentavel seria a
utilizacao de bactérias benéficas que possam diminuir ou anular o uso desses
insumos e incrementar a producdo agricola. Diante disso, 0s objetivos deste
trabalho foram: i) selecionar e avaliar bactérias produtoras de AIA, via
dependente e independente de triptofano, associadas a raizes de plantas de
cana-de-acucar cultivadas em Pernambuco; ii) avaliar a influéncia dos nichos
de colonizacgdo, do local e tempo de cultivo e do gendtipo da planta hospedeira
sobre a frequéncia e producgdo de bactérias produtoras de AlA; iii) analisar a
variabilidade genética de bactérias produtoras de AIA por BOX-PCR; iv) avaliar
a comunidade bacteriana nao cultivavel associada a cana soca; v) e avaliar a
producdo de AlA, de duas bactérias endofiticas, em funcdo do tempo. Foram
estudadas bactérias isoladas aos quatro e dez meses de cultivo de cana
planta, coletadas na EECAC- Carpina-PE e na Usina PetribG- Lagoa de
Itaenga-PE e linhagens isoladas aos trés meses de rebrota na cana soca,
coletadas na EECAC. Os resultados demonstraram que as plantas de cana-de-
acucar cultivadas em Pernambuco apresentam alta frequéncia de bactérias
com capacidade de produzir AIA in vitro, via dependente e independente de
triptofano, e que o local, tempo de cultivo da planta hospedeira e o nicho de
colonizacéo bacteriana influenciaram na distribuicdo das bactérias produtoras
de AIA. Além disso, o local, tempo de cultivo, genétipo da planta hospedeira e 0
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nicho de colonizacdo bacteriana influenciaram nos niveis de producdo e as
linhagens apresentaram alta variabilidade genética. Na cana soca, a densidade
populacional bacteriana foi maior no solo rizosférico do que endofitica de raiz e
também apresentaram alta frequéncia de bactérias com capacidade de
produzir AlA in vitro. A analise da variabilidade e diversidade genética
revelaram alta variabilidade genética entre as bactérias produtoras de AlA e a
predominéancia de grupos bacterianos dominantes, n&do cultivados, no solo e no
interior das raizes de cana soca, cultivadas em Pernambuco. Algumas
linhagens endofiticas de raiz de cana planta, com capacidade de produzir AlA,
foram identificadas como pertencentes aos géneros Burkholderia e

Enterobacter.

Palavras-chave : Auxinas, bactérias endofiticas, Saccharum spp., triptofano,

rizoplano.
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ABSTRACT

The association between bacteria and plants is considered extremely
important because it may promote the plant development by providing nutrients,
protection, and production of plant growth promoting substances like indole
acetic acid (IAA). The sugarcane production is under a great economic and
agricultural importance, and increasing its production still depending on several
chemical inputs that are expensive and environmentally damaging. A
sustainable alternative is the use of beneficial bacteria that may diminish or
abolish the use of these inputs and increase agricultural production. Therefore,
the objectives of this study were: i) selecting and evaluating 1AA-producing
bacteria, dependent and independent pathway of tryptophan, sugarcane roots
plant association in crop fields in Pernambuco, ii) evaluate the influence of
niche isolation, the place of cultivation, the cultivation time and host plant
genotype on frequency and IAA-producing bacteria; iii) Analyze the genetic
variability of 1AA-producing bacteria by BOX-PCR, and iv) assess the non-
cultivable bacterial community sugarcane ratoon-associated v) Evaluate the
production of IAA, two endophytic bacteria according to the time. Isolates were
studied at four and ten months sugarcane plant cultivation, collected in EECAC
Carpina-PE and Petribu factory,Lagoa de Itaenga-PE and isolates from three
months on sugarcane plant-ratoon regrowth, collected in EECAC. The results
showed that plants from sugarcane crop fields in Pernambuco have a high
frequency of bacteria producing IAA in vitro by a tryptophan-dependent and
independent pathways, the crop place, cultivation time of the host plant and
niche colonization. Bacterial influence on the distribution of IAA-producing
bacteria. In addition, the location, time of cultivation of the host plant genotype
and bacterial niche colonization influenced the production levels. The strains
showed high genetic variability. In sugarcane plant-ratoon, the bacterial
population density was higher than in the rizhosphericsoil and root-endophytic
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bacteria also showed a high frequency capacity to produce IAA in vitro. Analysis
of variability and genetic diversity revealed high genetic variability among
bacteria producing IAA and the predominance of dominant bacterial groups not
grown in soil and inside the roots of sugarcane plant-ratoon grown in
Pernambuco. Some strains of root endophytic sugarcane plant, with capacity to
produce IAA, were identified as belonging to the genus Enterobacter and
Burkholderia.

Key words: auxin, endophytic bacteria, Saccharum spp., tryptopahn,

rhizoplane
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1. INTRODUCAO GERAL

As bactérias associadas as plantas colonizam diferentes nichos, como a
rizosfera e o rizoplano (epifiticas da raiz) e endofiticamente na raiz, que se
mostram ambientes propicios para o0 desenvolvimento bacteriano, pois
apresentam a deposicdo das substancias secretadas pelas raizes. Essas
substancias séo ricas em fontes de carbono, vitaminas, reguladores de
crescimento e nutrientes que estimulam a atividade microbiana e a diversidade
de espécies ali existentes.

Estas apresentam diferentes mecanismos de interagdo, que podem ser
influenciados por fatores intrinsecos aos proprios micro-organismos, as plantas
hospedeiras e a fatores ambientais. Entretanto, quando em associacdo com as
plantas, as bactérias podem ser neutras ou benéficas, sendo encontradas
habitando o hospedeiro de forma endofitica ou epifitica.

As bactérias endofiticas, epifiticas e do solo podem trazer beneficios a
planta hospedeira, como a disponibilizacdo de nutrientes, protecdo
microbiolégica e producédo de substancias promotoras de crescimento vegetal
através da producdo de metabdlitos secundarios, ricos em substancias, que
sao utilizados pelas plantas para promover o seu desenvolvimento. Dentre
estes metabdlitos, estdo as substancias promotoras de crescimento vegetal,
como os fitormoénios. O acido indol acético (AlA), que faz parte do grupo das
auxinas, é o fitorm6nio encontrado em maiores quantidades nos vegetais, e
também o0 mais estudado e produzido, de forma idéntica, por bactérias
promotoras de crescimento.

As principais funcbes do acido indol acético sdo promover o
alongamento celular, divisdo, diferenciacéo celular e de tecidos, e a formagéo
radicular, além disso, também aumenta a propor¢édo do xilema e a resisténcia a
fatores de estresse, quando em baixos niveis. A producéo de AIA bacteriana in
vitro pode ser afetada por diversos fatores, como por exemplo, o tempo de
crescimento da cultura bacteriana no meio de cultura, onde a maxima produ¢ao
de AIA geralmente ocorre na fase estacionaria do crescimento bacteriano.

Para o melhor entendimento e conhecimento da microbiota e das
funcdes que estas exercem quando em interacdo com as plantas, se faz

necessario a aplicagdo de técnicas que permitam o acesso as comunidades
XXV



bacterianas cultivaveis e ndo cultivaveis. As técnicas dependentes de cultivo,
como o isolamento, permitem o conhecimento das comunidades bacterianas
gue se desenvolvem fora do ambiente natural, geralmente 0s grupos
dominantes, atingindo apenas 1% de toda comunidade presente no ambiente,
enquanto que as técnicas independentes de cultivo permitem acessar nao sé
0s grupos dominantes, mas diferentes grupos existentes, geralmente através
das ferramentas moleculares.

Neste contexto, a cana-de-agucar € uma cultura de extrema importancia
para o mercado agricola brasileiro, atuando como comoditie no mercado
econdémico. O Brasil € o maior produtor mundial e por isso, a cada ano, sédo
necessarios incrementos na produtividade para sustentar a demanda do
mercado pelos seus produtos e subprodutos.

Portanto, os objetivos deste trabalho foram: i) selecionar bactérias
associadas a raizes de plantas de cana-de-agucar, nas fases cana planta e
cana soca, com capacidade de produzir AlA; ii) quantificar a produgao de AlA
via dependente e independente de triptofano; iii) avaliar a influéncia do nicho de
colonizacéo bacteriana, local, tempo de cultivo e gendtipo da planta hospedeira
sobre a frequéncia de bactérias produtoras de AlA; iv) avaliar a variabilidade
genética de bactérias produtoras de AIlA, v) avaliar a diversidade bacteriana
nao cultivavel associada plantas de cana soca; vi) identificar e analisar
filogeneticamente algumas linhagens de bactérias produtoras de AIA
associadas a plantas de cana-de-agucar; vii) avaliar a producdo de AIA
bacteriana em fungédo do tempo de cultivo.



2. FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1.Interacao bactéria — planta

2.1.1. Aspectos Gerais

Os micro-organismos sao considerados a forma de vida mais abundante
na biosfera, habitando desde os ambientes mais extremos e improvaveis aos
mais comuns, como por exemplo, a nossa pele (GRICE et al., 2008; CHANAL
et al.,, 2006; LOWE et al.,1993). Os animais e plantas normalmente est&o
associados a alta densidade e diversidade de micro-organismos e, quando
abordamos apenas a associacdo entre micro-organismos e plantas, é notado
que existe intima relagdo entre estes e seus hospedeiros, apresentando
relagbes muito peculiares (BERG, 2009; HARDOIM et al, 2008;
ROSENBLUETH & MARTINEZ-ROMERO, 2006).

Baseando-se nas interacdes entre micro-organismos e plantas, Reis
(2005) afirma que € possivel classifica-los como benéficos, saprofiticos e
fitopatogénicos. Apesar de que estes micro-organismos podem, durante o seu
ciclo de vida, transitar ou permanecer em mais de uma destas classificacdes
(HALLMANN et al., 1997).

Os fitopatogénicos sdo considerados aqueles que atacam tecidos vivos
de folhas, colmos ou raizes, prejudicando o desenvolvimento do seu
hospedeiro, enquanto que os saprofitos sdo definidos como aqueles que
habitam tecidos em deterioracdo e sdo essenciais decomposicdo da matéria
organica e na ciclagem de nutrientes (LUGTENBERG et al,. 2002; HALLMANN
et al., 1997).

Os assim chamados benéficos sdo aqueles que convivem em simbiose
com seu hospedeiro, de maneira que nenhum dos dois venha a ser
prejudicado, ou seja, o hospedeiro fornece fotossintatos, que sdo fonte de
acucares, carbono e nitrogénio, e em troca, 0s micro-organismos oferecem
alguns metabolitos, defesa e disponibilizacdo de nutrientes (HARDOIM et al.,
2008; VANDENKOORNHUYSE et al., 2007). Os benéficos também podem ser
classificados como micro-organismos endofiticos ou epifiticos. Em uma simples

definico, epifiticos sdo aqueles que habitam a superficie externa do organismo
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hospedeiro, enquanto que os endofiticos sdo aqueles que habitam o interior do
hospedeiro (HALLMANN et al., 1997).

Estes micro-organismos, tanto endofiticos quanto epifiticos, podem
pertencer aos dominios Archaea, Bacteria e Eucarya, este ultimo representado,
em sua maioria, pelos fungos e, até o momento, ndo existem relatos de
comunidades pertencentes ao dominio Archaea atuando como enddfitos
(ANDREOTE et al., 2008).

As bactérias sdo o grupo de micro-organismos mais abordados nos
estudos de prospeccao de caracteristicas aplicaveis para o desenvolvimento de
insumos mais sustentaveis, seja para a industria, agricultura ou na recuperagéo
de areas degradadas. Atualmente, existem diversos estudos que apontam o
grande potencial existente na comunidade bacteriana presente tanto no solo
quanto associada a plantas (RATHNAYAKE et al., 2009; SHENG et al.,
2008;KUIPER et al., 2004; GLICK, 2003; AZEVEDO et al., 2000; GENRICH et
al; 2000).

De acordo com estas observacdes, percebe-se que as plantas formam
um nicho bastante amplo e diversificado, que promove a coloniza¢ao por micro-
organismos, principalmente bactérias, tanto no interior quanto na superficie
externa dos tecidos vegetais (ROSENBLUETH & MARTINEZ-ROMERO, 2006).
E o solo também é considerado um grande reservatério microbiano. Segundo
Trevors (2010), um grama de solo contém cerca de 1 x 10'° células
bacterianas, deste modo, confirmando a alta densidade microbiana e a
perspectiva de potencial biotecnolégico existente.

2.2 Comunidade Bacteriana Associada a Rizosferae  ao Rizoplano

O termo rizosfera foi introduzido por Hilther em 1904, mas a definicdo
atual vem a ser a zona que sofre influéncia direta das raizes e que apresenta
alto nivel de atividade microbiana (COMPANT et al., 2010; BERG & SMALLA,
2009; MORGAN et al.,, 2005; BENDING, 2003). Enquanto a rizosfera
compreende a zona que sofre influéncia direta das raizes, o rizoplano € a
superficie entre a raiz e o solo (CARDOSO & NOGUERIA, 2007), que, no
entanto, sofre as mesmas influéncias da rizosfera, s6 que de forma mais

intensa.



Tanto a rizosfera quanto o rizoplano se mostram benéficos para as
bactérias, por seremos locais de deposicdo das substancias secretadas pelas
raizes, ricas em fontes de carbono, vitaminas, reguladores de crescimento e
nutrientes que estimulam a atividade microbiana (LUGTENBERG &
KAMILOVA, 2009; BERG & SMALLA, 2009). Além disso, ha a exsudacédo
radicular de nutrientes estimulantes para a atividade bacteriana, havendo o
estimulo da quimiotaxia bacteriana (BAIS et al., 2006), e neste contexto,
Lugtenberg & Kamilova (2009) afirmam que a concentracdo bacteriana na
rizosfera se apresenta de 10 a 1000 vezes maior que no restante do solo.

A interacdo entre as bactérias associadas as raizes dos vegetais é, de
certa forma, mutualistica, pois a planta oferece seus exsudados, ricos em
nutrientes, e recebe em troca protecdo contra patdégenos, disponibilizacdo de
substancias promotoras de crescimento, como os fitorménios, contribuem na
obtencdo de nutrientes essenciais, e auxiliam na prevengdo contra a
acumulacdo de elementos toxicos a planta (BADRI et al., 2009; MORGAN et
al., 2005), devido a estes fatos, as bactérias benéficas que habitam a rizosfera
sdo chamadas bactérias promotoras do crescimento de plantas (PGPB- Plant
Growth Promotion Bacteria) (COMPANT et al., 2010).

Diversos fatores podem influenciar a diversidade e a funcionalidade da
comunidade bacteriana associada as plantas, fatores bioticos e abioticos como
o clima, manejo do solo, aplicacdo de defensivos agricolas, atividades
antropogénicas, tipo de solo e até a propria cultura e seu manejo, bem como o
genatipo, sanidade e estado de desenvolvimento da mesma (COMPANT et al.,
2010; BERG, 2009; BERG & SMALLA, 2009; KUKLISNKY-SOBRAL et al.,
2004). Nunam et al. (2005) estudaram a influéncia de diferentes espécies de
gramineas formadoras de pastagens na composi¢cdo da comunidade bacteriana
que habita o rizoplano e encontraram que, para esta situacdo especifica, as
diferentes espécies ndo exerceram diferenca significativa na diversidade
microbiana do rizoplano.

Na rizosfera e/ou no rizoplano, ndo se encontram apenas bactérias que
trazem beneficios quando associadas com as raizes das plantas, também sao
encontradas bactérias neutras, e as que apresentam interacdo negativa com as
plantas, como fitopatogenos (COMPANT et al., 2010). Deste modo, tanto a
rizosfera quanto o rizoplano se apresentam como um sistema dinamico, onde

as interacbes entre raizes e bactérias apresentam grande importancia tanto
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para a manutencdo do sistema biologico quanto para o crescimento vegetal
(ORTIZ-CASTRO et al., 2009).

Os grupos bacterianos que colonizam a rizosfera e o rizoplano também
podem colonizar endofiticamente a planta, hipotese confirmada por Kuklinsky-
Sobral et al. (2004), que isolaram bactérias do géneros Acinetobacter
Enterobacter, Pantoea, Pseudomonas e Ralstonia, associadas a plantas de

soja, encontrando-os atuando tanto de forma endofitica quanto epifitica.

2.3 Comunidade Bacteriana Endofitica

Existem diversas definicbes para micro-organismos endofiticos, ou
endofitos. A primeira definicdo foi fundamentada por De Bary, em 1866,
estudando fungos endofiticos, para diferencia-los de fungos patogénicos (DE
BARY, 1866 apud TARKKA et al., 2008). Em 1997, Hallmann et al.,
complementaram a definicAo de endofitos como “aqueles que podem ser
isolados de tecidos de plantas que tiveram suas superficies desinfestadas, ou
extraidas de dentro da planta, sem causar danos visiveis a esta”, definicao esta
utilizada atualmente. No entanto, Azevedo et al. (2000), complementou a
definicdo, considerando como endoéfitos aqueles micro-organismos que se
apresentam como os citado acima, mas que ndo produzem estruturas externas
visiveis. Para Zhang et al. (2006), micro-organismos endofiticos sao
considerados todos aqueles que, durante determinada fase ou periodo de vida,
se desenvolvem dentro do hospedeiro sem que este desenvolva algum tipo de
sintoma.

Os micro-organismos endofiticos foram isolados em todas as espécies
vegetais investigados até o momento (ANDREOTE et al., 2009; ANDREOTE et
al., 2008; HARDOIM et al., 2008). Entretanto, as mais estudadas sdo as que
apresentam algum tipo de interesse ou importancia para a exploracéo agricola,
como por exemplo, algoddo (MISAGHI & DONNDELINGER, 1990), arroz
(VERMA et al., 2004), banana (TING et al., 2008; THOMAS, et al., 2008), café
(VEGA et al., 2005), cana-de-acgticar (MAGNANI et al., 2010; VELAZQUEZ et
al., 2008; MIRZA et al., 2001; SUMAN et al., 2000), cenoura (SURETTE et al.,
2003), citros (ANDREOTE et al., 2004)milho (SEGHERS et al., 2004),
morango (DIAS et al.,, 2009; PEDRAZA et al., 2007), soja (KUKLINSKY-
SOBRAL et al., 2004; HUNG et al., 2007), uva (COMPANT et al., 2008).



De acordo com a revisdo publicada por Rosenblueth & Martinez-
Romero (2006), podemos encontrar micro-organismos endofiticos em folhas,
caules, raizes, sementes, frutos, taberas, dentro de Ovulos e, até, dentro dos
nodulos formados por bactérias associativas nas leguminosas. Apesar de
colonizarem todos os 6rgdos vegetais, no sistema radicular sdo encontrados
em maior densidade, por, geralmente, ser o primeiro local de colonizag&o
(SCHULZ & BOYLE, 2006). Contudo, estas bactérias podem se translocar do
sistema radicular para outros 0rgaos através dos vasos do xilema, durante o
desenvolvimento do vegetal (COMPANT et al., 2010; KUKLINSKY-SOBRAL et
al., 2004).

Uma vez dentro do hospedeiro, os endofitos podem ocupar 0s mesmos
nichos dos patdogenos (RYAN et al., 2008; BERG et al., 2005), como os
espacos intercelulares, vasos do xilema, camaras subestomaticas e no
apoplasto, colonizando-os de forma sistematica (ANDREOTE et al., 2008;
COMPANT et al., 2005; QUADT-HALLMANN et al., 1997; QUADT-HALLMANN
& KLOEPPER, 1997), e podendo vir, ou ndo, a causar sintomas de
patogenicidade em algum momento de seu ciclo de vida ou por causa de
fatores bibticos ou abidticos que afetem o hospedeiro (ROSENBLUETH &
MARTINEZ-ROMERO, 2006).

Os enddfitos podem penetrar a planta hospedeira por diversas formas,
como através de aberturas naturais (estbmatos e lenticelas), pontos de
emergéncia das raizes secundarias, ferimentos causados por insetos que
afetam o hospedeiro e/ou pelos tratos culturais, ou, através da producdo de
enzimas hidroliticas que podem degradar partes da parede celular do
hospedeiro, facilitando, assim, sua entrada e competicdo com patégenos
(COMPANT et al., 2010; ROTHBALLER et al., 2008; BACILIO —JIMENEZ et al.,
2003; QUADT-HALLMANN et al. 1997).

Diversos géneros bacterianos ja foram encontrados colonizando
endofiticamente as plantas, por exemplo, em plantas de café foram
encontrados Bacillus, Burkholderia, Clavibacter, Curtobacterium, Escherichia,
Micrococcus, Pantoea, Pseudomonas, Serratia, e Stenotrophomonas (VEGA et
al., 2005), em cana-de-acucar foram encontrados Acinetobacter, Bacillus,
Comamonas, Gluconacetobacter, Microbacterium, Micrococcus, Rhizobium,
Pantoea, Staphylococcus e Xanthomonas (VELAZQUEZ et al., 2008) e em



eucalipto Bacillus, Enterococcus, Methylobacterium, Paenibacillus, Paracoccus
e Sphigomonas (FERREIRA, 2008).

2.4 Mecanismos de Promocéo de Crescimento Vegetal

Os efeitos benéficos exercidos pelas bactérias associadas as plantas
séo realizados por meio do estimulo ao crescimento da planta ou por protecao
microbiolégica (BERG, 2009).

A protecdo microbioldgica, ou biocontrole, ocorre através da supressao
ou resisténcia sistémica a doencgas e ao ataque de pragas em diversas culturas
agricolas (FIGUEIREDO et al, 2010; RYAN et al., 2008), apresentando grandes
possibilidades de aplicacdo na producdo vegetal, visando a substituicdo, ou
reducdo, da utilizacdo de defensivos quimicos. As bactérias também podem
produzir substancias antifingicas, antibacterianas ou simplesmente concorrer
com os fitopatégenos pelos mesmos nichos (LUGTENBERG & KAMILOVA,
2009; ARAUJO et al., 2002).

O potencial biotecnolégico de micro-organismos endofiticos para
biocontrole € grande, através da producéo de substancias, como as fitoalexinas
(BAIS et al., 2006). Alguns autores ja realizaram revisfes sobre este tema,
(Compant et al.,2010; Azevedo et al., 2000), e esta funcionalidade ja foi
confirmada em estudos que avaliaram uma bactéria endofitica, identificada
como Serratia sp., e conseguiram inibir in vitro o crescimento de Botrytis
cinerea, Cryphonectria parasitica, Rhizoctonia cerealis, Valsa sordida (Liu et al.,
2010).

Quanto ao estimulo do crescimento vegetal, este pode ocorrer através
da disponibilizacdo de nutrientes e producdao de substancias promotoras de
crescimento (COMPANT et al. 2010). A disponibilizacdo de nutrientes pelas
bactérias endofiticas pode ocorrer por meio da solubilizacdo de fosfatos (KHAN
et al, 2009; NAIK et al., 2008). Taurian et al. (2010), avaliando bactérias
isoladas de amendoim, observaram que, de 433 isolados estudados, 73
apresentaram capacidade de solubilizacdo de fosfato inorganico in vitro, e que
a re-inoculacdo destes em plantas de amendoim resultou no incremento da
biomassa.

Outro nutriente, de grande importancia agricola, que pode ser

disponibilizado pelas bactérias endofiticas, € o nitrogénio. As bactérias que
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realizam a fixacdo biologica de nitrogénio (FBN) sdo chamadas bactérias
diazotroficas (BALDANI et al., 2009). Mirza et al. (2001), testaram a inoculagao
de linhagens isoladas de folhas e caules de cana-de-agucar, identificadas como
Enterobacter cloacae, em mudas de cana-de-agUcar micropropagadas e
observaram que esta bactérias supriram parte das necessidades das mudas, e
gue o nitrogénio fixado pela bactéria contribuiu com cerca de 28% do nitrogénio
total encontrado nas mudas.

A producéo de sideroforos por bactérias endofiticas auxilia as plantas na
absorcdo de ions de ferro, em quantidade suficiente para suprir a demanda
necessaria para o seu desenvolvimento, tanto da bactéria quanto do
hospedeiro, quando ha a deficiéncia deste no meio (SHENG et al., 2008).
Segundo Lugtenberg & Kamilova (2009) a maioria das bactérias tem a
capacidade de produzir sideréforos, principalmente quando a mesma possui
potencial para o biocontrole de patégenos, pois consegue obter o ions ferro e
se desenvolver mais rapido que os patdgenos. O estudo realizado por Loaces
et al. (2011), que analisaram a funcao, diversidade e dinamica de bactérias
endofiticas produtoras de sideréforos, demonstrou que a maioria das bactérias
isoladas pertenciam, principalmente, aos géneros Burkholderia, Pantoea e
Pseudomonas e que as linhagens produtoras de sideréforos sdo mais
frequentemente encontradas em plantas maduras do que durante o

crescimento destas.

2.5 Fitormoénios

O estimulo dos micro-organismos ao crescimento de plantas também
pode ser realizado pela produgéo de fitormonios promotores de crescimento
vegetal, onde 0os mais comuns sao 0s pertencentes aos grupos das auxinas,
citocininas, giberelinas, etilenos e &acido abscisico (RYAN et al.,, 2008;
TSAVKELOVA et al., 2006; FIGUEIREDO et al. 2010b). O grupo das auxinas
sera abordado de forma mais aprofundada no proximo tépico.

Os fitorménios do grupo das citocininas sdo os responsaveis pela divisdo
celular e, consequentemente, do desenvolvimento do vegetal e, dentre elas, a
zeatina é a de maior ocorréncia natural (TAIZ & ZEIGER, 2006). Hussain &
Hasnain (2011) isolaram bactérias rizosféricas dos géneros Azospirillum,

Bacillus, Pseudomonas de diversas plantas hospedeiras, e avaliaram a
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capacidade da producdo de citocininas (zeatina) in vitro. Como resultados,
observaram que todas as linhagens estudadas produziram citocininas em
niveis que variaram de 219 a 416 ng. mL™.

A producéo de giberelinas por bactérias endofiticas e da rizosfera foi
tema da revisao realizada por Bottini et al. (2004), onde, segundo os autores,
sdo os hormobnios responsaveis pelo crescimento da planta através do
alongamento dos internédios, controla a germinacéo das sementes, a transi¢ao
de planta jovem para madura e o amadurecimento dos frutos (TAIZ & ZEIGER,
2006; LANG, 1970). Assim, Bastian et al. (1998) estudaram a habilidade de
producdo de giberelinas e &cido indol acético (AlA), um tipo de auxina, por
duas linhagens bacterianas, identificadas como Gluconoacetobacter
diazotrophicus e Herbaspirillum seropedicae, e observaram que apenas a
primeira foi competente na producdo de giberelinas (13,2 ng.mL™), mas as
duas apresentaram capacidade de producdo de AIA (33,4 e 7 ng.mL?,
respectivamente).

O etileno é produzido, principalmente, nas regides meristematicas e nos,
sendo a taxa produzida dependente da fase de desenvolvimento em que a
planta se encontra. Tem como fun¢gbes a promoc¢ao do amadurecimento dos
frutos, a expansao celular lateral, a inducdo da formacédo de raizes adventicias,
inducdo da floracdo e, em grandes quantidades, aumenta a taxa de
senescéncia foliar (TAIZ & ZEIGER, 2006). Seu precursor € o aminoacido
metionina, e o0 acido 1l1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) é seu
intermediario na conversao em etileno (TAIZ & ZEIGER, 2006). Ribaudo et al.
(2006) avaliaram a inoculagdo de uma linhagem de Azospirillum sp., em
sementes de tomate e observaram o desenvolvimento das plantulas; notaram,
entdo, que houve o incremento no desenvolvimento, tanto radicular quanto
foliar, das mesmas e que este fato era devido ndo sé a atuacdo do etileno
produzido pela linhagem, mas também por sua atuacao conjunta com o AlA.

O Acido abscisico (ABA) € responsavel por controlar a dorméncia de
gemas e sementes, e esta diretamente relacionado como a resisténcia da
planta ao estresse, principalmente o hidrico (TAIZ & ZEIGER, 2006; COHEN et
al., 2008). Cohen et al. (2008) trabalharam com uma linhagem de Azospirillum
brasilense e exploraram a mesma quanto a producdo de ABA, e obtiveram

niveis que variaram de 73 a 235 ng.mL™. Quando inocularam a bactéria em
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plantas de Arabidopsis thaliana, os niveis enddgenos de ABA foram de 1,32
ng.mL™ (controle) a 3,55 ng.mL™ (planta inoculada).

Karadeniz et al. (2006) investigaram a producdo in vitro de AlA,
giberelinas, citocininas e acido abscisico por linhagens de Bacillus cereus, B.
megaterium, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis e P.
vulgaris. Os autores verificaram que todas as linhagens apresentaram a
capacidade de produzir os fitormoénios citados e que os niveis de producéo
variaram de 0,13 a 50,68 pug.mL™ de AIA; 0,84 a 70,52 pug.100mL giberelina;
0,03 a 2,29 pg.100mL-! citocininas e 0,03 a 4,20 pg.100mL-t de ABA . Logo,
ha bactérias capazes de produzir diferentes tipos de fitorménios, podendo

beneficiar a planta por diferentes mecanismos.

2.6 Auxinas

As bactérias tem a capacidade de produzir metabdlitos secundarios,
ricos em substancias que séo utilizadas pelas plantas para promover seu
desenvolvimento. Dentre estes metabdlitos, estdo presentes as substancias
promotoras de crescimento, como os fitormonios e, dentre estes, encontra-se o
grupo das auxinas (LUGTENBERG & KAMILOVA, 2009).

No vegetal, as auxinas (do Grego auxein = crescer) sdo produzidas nos
apices foliares, meristemas, frutos e sementes em desenvolvimento (TAIZ &
ZEIGER, 2006, PATTEN & GLICK, 2002), e redistribuidas através dos cilindros
centrais, pelo cortex e epiderme, até as raizes (KERBAUY, 2004). As auxinas
Sao responsaveis por promover o alongamento celular, divisdo, diferenciacéo
celular e de tecidos, aumento da propor¢cao do xilema e formacao radicular,
além da resisténcia a fatores de estresse, quando em baixos niveis
(TSAVKELOVA et al., 2006; TAIZ & ZEIGER, 2006)

O grupo das auxinas € formado por diversos compostos que exibem o
anel indolico, sendo o mais estudado o acido indol acético (AlIA), que é
encontrado em maiores quantidades nos vegetais, e também o mais estudado
e produzido, de forma idéntica, por bactérias promotoras de crescimento
(PATTEN & GLICK, 1996)

PATTEN & GLICK (1996) afirmam que bactérias endofiticas, epifiticas e
do solo apresentam capacidade para sintetizar AIA e que cerca de 80% das

bactérias, habitantes da rizosfera, possuam a capacidade de produzi-lo. As
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bactérias sintetizam AIA através de duas vias principais, uma dependente do
aminoacido triptofano e outra independente deste.

Segundo TSAVKELOVA et al. (2006), as principais vias de produc¢ao de
AlA bacteriano dependentes de triptofano sado quatro: 1) através da conversao
do triptofano em acido 3-indol piruvato, via esta que é comum a maior parte das
bactérias, sendo estas patogénicas ou ndo; 2) através da conversao do
triptofano em aldeido 3-indol acético ou alternativamente em triptamina; 3)
através da via 3-indol acetamida; 4) através da conversao do triptofano em 3-
indol acetonitrila; e uma via de biossintese de AlA independente de triptofano.
De acordo com Lambrecht et al. (2000), as principais vias de biossintese de
AlA sdo a 3-indol acetamida e a 3-indol piruvato. Manulis et al. (1998) afirma
gue uma linhagem bacteriana pode apresentar mais de uma rota metabodlica.

Diversos géneros bacterianos apresentam a capacidade para produzir
AIA e os principais sdo Gluconacetobacter, Agrobacterium, Alcaligenes,
Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Burkholderia, Enterobacter, Erwinia e
Herbaspirillum (BHROMSIRI &BHROMSIRI, 2010; TSAVKELOVA et al., 2006).

Em estudo realizado por Ali et al. (2009), onde os autores inocularam
bactérias do género Bacillus, produtoras de AIA, em sementes de Vigna radiata
e avaliaram seu desenvolvimento, foi observado incrementos no
desenvolvimento radicular das plantulas, na ordem de 30% no comprimento
das folhas, 98% no numero de brotacbes e 14% no peso da semente.
Merzaeva & Shirokikh (2010) inocularam bactérias produtoras de AIA em
sementes de centeio, observaram que a inoculagdo com uma linhagem de
Curtobacterium plantarum aumentou em 90% a capacidade de germinagéo das
sementes e condi¢cdes controladas. Logo, estes trabalhos demonstram que
bactérias produtoras de AIA podem beneficiar a planta hospedeira por

diferentes mecanismos.

2.7 Estudo da Diversidade Bacteriana Associada as Plantas

Conforme Van Elsas & Boersma (2011), o estudo das populagdes
microbianas que habitam o ambiente natural € fundamental para entendermos
o funcionamento dos ecossistemas. A diversidade microbiana, geralmente, é
considerada o numero de individuos de diferentes taxon e sua distribuicdo

entre os taxa (ATLAS e BARTHA, 1998 apud LYNCH et al., 2004), enquanto
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que a diversidade genética consiste na variagdo dos genes e do genotipo
dentro dos grupos (LYNCH et al., 2004)

A evolugéo das metodologias de biologia molecular, aplicadas ao estudo
do meio ambiente, tem contribuido significativamente para um grande avanco
do conhecimento sobre a diversidade microbiana. Os beneficios cientificos
esperados a partir de um melhor conhecimento sobre a diversidade microbiana
sao extensos (HUNTER-CEVERA, 1998). Entre outros, estdo a compreensao
das funcbes exercidas pelas comunidades microbianas nos ambientes
terrestres e 0 conhecimento de suas interacbes com outros componentes da
biodiversidade, como por exemplo, as plantas. Varios estudos tém explorado a
diversidade de bactérias associadas as plantas, obtendo-se novas informagdes
para o conhecimento de mecanismos envolvidos na interacdo bactéria-planta
(DINI-ANDREOTE et al., 2010; ANDREOTE et al.,, 2009; CASE et al., 2007;
KUKLINSKY-SOBRAL, et al., 2004).

Os estudos de diversidade bacteriana associada as plantas ja
identificaram véarios géneros bacterianos, como Bacillus, Burkholderia, Pantoea,
Pseudomonas, Microbacterium, Pseudomonas, entre outras (MENDES, et al.,
2007; ANDREOTE, 2007; GOMES et al., 2003). No entanto, menos de 10%
das bactérias existentes no ambiente sdo conhecidas, e das desconhecidas,
estima-se que apenas 1 % podem ser cultivadas em condicbes de laboratério
(HIRSCH et al., 2010).

2.7.1 Técnicas Dependentes de Cultivo - BOX-PCR

Dentre as diversas técnicas existentes na biologia molecular que
dependem do isolamento e cultivo das comunidades bacterianas em
laboratorio, encontra-se o BOX-PCR. O BOX-PCR utiliza a mesma técnica que
0 REP-PCR (Repetitive Extragenic Palindromicsequence— Polimerase Chain
Reaction) que se baseia em encontrar e amplificar regides repetitivas do
genoma bacteriano (MARQUES et al., 2008). Segundo Lee & Wong (2009), a
diferenca entre as duas técnicas é o tipo de primer utilizado, sendo que a
segunda utiliza o primer BOX A1R (5- CTACGGCAAGGCGACGCTGACG- 3).
Nesta técnica sdo amplificadas regides repetitivas e altamente conservadas do
genoma bacteriano, chamados elementos Box, que se dividem em trés: BoxA,

BoxB e BoxC, sendo o BoxA o mais comum. A utilizacdo do primer BOX A1R
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permite  uma caracterizacdo mais detalhada dos isolados, pois produz
fragmentos de padrao complexo e fingerprints robustos, por isto, geralmente, é
utilizado para diferenciar linhagens bacterianas que apresentam algum tipo de
parentesco, permitindo agrupar as bactérias inter e intra-espécies (LEE &
WONG, 2009; SCOTT et al. 2002).

Para exemplificar a proposicao acima, Marques et al. (2008), utilizando a
técnica de BOX-PCR, conseguiram agrupar 120 linhagens de Pseudomonas
syringae e P. viridiflava ao nivel de espécies até ao nivel de patovar, enquanto
que Torres et al. (2008) conseguiram encontrar entre bactérias endofiticas
isoladas de nddulos radiculares, formados pela simbiose entre rizébios e feijao

(Phaseolus vulgaris L.), uma grande diversidade genética .

2.7.2 Técnicas Independentes de Cultivo - DGGE

As técnicas que avaliam a diversidade bacteriana utilizando o isolamento
e cultivo de bactérias em laboratorio, seguido da extracdo do DNA destas, nédo
permite o estudo dos micro-organismos nao cultivaveis presentes no ambiente
amostral, restringindo a diversidade encontrada (LACAVA et al., 2006).
Contudo, a técnica PCR-DGGE (Polimerase Chain Reaction - Denaturing
Grandient Gel Electrophoresis) permite acessar a diversidade da comunidade
bacteriana sem a necessidade de cultivo, diretamente do seu habitat. Salles et
al. (2002) afirmam que o PCR-DGGE é uma ferramenta apropriada para
estudo da diversidade de géneros bacterianos oriundos de ambientes naturais.

O PCR-DGGE se baseia na extracdo do DNA diretamente da amostra,
sem o cultivo microbiano, e na técnica de PCR. Pode utilizar tanto primers
chamados universais, que acessam, a comunidade bacteriana em geral, como
os que amplificam o gene 16S rRNA (gene ribossomal altamente conservado
presente em todas os procariotos), quanto especificos, que amplificam genes
certos grupos bacterianos ou com funcbes especificas como primers
especificos que amplificam genes funcionais (FERREIRA et al., 2008; COSTA
et al., 2006; LACAVA et al., 2006).

No DGGE, os fragmentos de DNA amplificados sdo de mesmo tamanho,
porém com sequéncias de nucleotideos diferentes, sendo separados em gel de

poliacrilamida com gradiente desnaturante, e se baseia na diminuicdo da
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mobilidade eletroforética do DNA dupla-fita parcialmente ligado, ou seja, a
guantidade de G+C presente no fragmento (MUYZER & SMALLA, 1998).

Neste contexto, Salles et al. (2002) acessaram a diversidade do género
Burkholderia de amostras de solo de pastagem utilizando um primer especifico
para este grupo. O estudo revelou a diferenca da diversidade deste grupo
especifico em relagédo ao solo rizosférico e ao restante do solo. Andreote et al.
(2009) conseguiram o acesso a diversidade da subdivisdo Alphaproteobacteria,
através da técnica de PCR-DGGE, em amostras de solo ndo cultivado e
cultivado com eucalipto transgénico e nao transgénico. O estudo revelou que
nao houve diferenga entre a diversidade do solo ndo cultivado e o cultivado
com o eucalipto transgénico, mas que houve diferengca na diversidade entre
plantas. Portanto, o PCR-DGGE revela-se como uma importante ferramenta no

estudo de comunidades bacterianas associadas as plantas.

2.8 A Cana-de-Acucar

A cana-de-acUcar (Saccharum spp.) € uma graminea semi-perene
pertencente a familia Poaceae , englobando 30 espécies. E nativa do
continente asiatico e introduzida no Brasil, no inicio da coloniza¢do do pais, em
meados de 1500. E considerada um dos principais representantes das fontes
de aglcar (EMBRAPA, 2010; VELAZQUEZ et al., 2008).

Dentre as culturas agricolas exploradas no Brasil, a cana-de-aglcar tem
destaque, tanto em ambito nacional como internacional. O pais € lider mundial
na producdo desta e de seus derivados, produzindo na safra 2009/2010 cerca
de 730 milhdes de toneladas, com 45% destinados a producdo de acucar e
55% a producao de etanol (MAPA, 2011; CONAB, 2011; IBGE, 2010).

Considerando-se a diversidade bacteriana associada a cultura da cana-
de-acucar, Magnani (2005), pesquisando sobre bactérias endofiticas,
encontrou géneros como Citrobacter, Curtobacterium, Enterobacter, Klebsiela,
Pantoea e Staphylococcus, mas predominantemente varias espécies de
Pseudomonas, tanto na folha quanto no colmo da cana-de-acucar.

A diversidade dos enddfitos na cana-de-aclUcar pode variar de acordo
com o0 Orgdo vegetal analisado. Magnani et al. (2010), encontraram uma

populacdo predominante de Pseudomonaceae nas folhas, enquanto que nos
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caules prevaleceram bactérias da familia Enterobacteriaceae, revelando grupos
especificos interagirem com regides diferentes da planta.

Diante do abordado, percebemos a importancia da associacdo entre
bactérias e a cana-de-acucar, sendo este um campo que ainda necessita de
muitos estudos, principalmente para, com as linhagens encontradas, formular
inoculantes que possam ser utilizados tanto nesta cultura quanto em outras e
com isto reduzir a utilizagdo de fertilizantes e defensivos quimicos, tornando os

custos de producdo menores e a producédo mais sustentavel.
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indol acético e plantas de cana-de-acucar. Orientadora: Profa. Dra. Julia
Kuklinsky Sobral. Conselheiros: Prof. Dr. Fernando José Freire e Prof. Dr.

Fernando Dini Andreote.

RESUMO

Bactérias benéficas associadas as plantas colonizam o hospedeiro de
forma epifitica ou endofitica. Estas podem apresentar a capacidade de produzir
substancias que promovam o crescimento dos vegetais, como os fitormoénios.
Dentre estes, um dos principais é o acido indol acético (AlA), que pertencente
ao grupo das auxinas, e pode, entre outras funcdes, estimular o
desenvolvimento radicular do vegetal. Deste modo, este trabalho teve por
objetivos selecionar e avaliar bactérias com capacidade de produzir AlA, via
dependente e independente de triptofano, quantificar esta producgéo e avaliar a
influéncia do local, nicho de colonizacédo, tempo de cultivo e do gendtipo da
planta sobre a producao e frequéncia de AlA, além de analisar a variabilidade
genética destas bactérias. Foram avaliadas 196 bactérias, endofiticas de raiz e
do rizoplano, de trés variedades (RB863129, RB867515 e RB92579) de plantas
de cana-de-acucar, cultivadas em Pernambuco. Foi observado que 94% das
bactérias foram capazes de produzir AIA via dependente de triptofano. Os
resultados demonstraram que o tempo de cultivo e o nicho de colonizacdo
afetaram a frequéncia das linhagens produtoras de AIA via dependente de
triptofano. Contudo, a frequéncia das linhagens produtoras de AIA via
independente de triptofano foram afetadas pelo local, nicho, tempo de cultivo e
genaotipo do hospedeiro. A quantificacdo da producéo por bactéria, em meio de
cultura com acréscimo de triptofano, variou de 1 a 190 pg.mL™, obtendo
destaque as linhagens endofiticas de raiz UAGC522 e UAGC531, com
producéo de 166,46 pg.mL™ e 161,72 pg.mL* de AlA, respectivamente, ambas
isoladas aos 10 meses da variedade RB92579. Em relacdo as bactérias do
rizoplano, destacaram-se as linhagens UAGC103 e UAGC104, com producédo
de 190,36pg.mL™* e 140,00pg.mL™ de AIA, respectivamente, ambas isoladas as

4 meses da variedade RB867515. A quantificacdo da producéao por bactéria,
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via independente de triptofano, variou de 8 a 44pg.mL™, destacando-se as
linhagens UAGC70, endofitica de raiz da variedade RB863129 isolada aos 4
meses de cultivo e produzindo 43,44pg.mL*, e a UAGC140, isolada do
rizoplano da variedade RB863129 aos 4 meses de cultivo, produzindo
42,42ug.mL™. A andlise da variabilidade genética, pela técnica de BOX-PCR,
resultou em alta variabilidade entre as linhagens analisadas, onde apenas as
linhagens UAGC531 e UAGC533 apresentaram similaridade acima de 70%. Os
resultados demonstram que ha um grande potencial biotecnolégico nas

linhagens produtoras de AIA associadas as raizes de cana-de-acucar.

Palavras—chave: auxina, genotipo, nicho de colonizagdo, Saccharum spp.,

tempo de cultivo, triptofano.
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ABSTRACT
Beneficial bacteria- associated, colonize the host plant as epiphytic or
endophytic. These may have the ability to produce substances that promote the
growth of vegetables, such as phytohormones. Among these, one of them is the
indole acetic acid (IAA), which belongs to the group of auxins, and can, among
other functions, stimulate the root vegetable development. Thus, this work
aimed to evaluate and select bacterias with capacity to produce IAA by a
tryptophan-dependent and independent pathways and this production related to
means to quantify and evaluate the influence of local, niche colonization,
cultivation time and genotype on plant production IAA and frequency, and
analyze the genetic variability of these bacterias. We evaluated 196 bacteria,
endophytic root and rhizoplane of three varieties (RB863129, RB867515 and
RB92579) plants from sugar cane crop fields in Pernambuco. It was observed
that 94% of the bacteria were able to produce IAA from tryptophan dependent
pathway. The results showed that the time of cultivation and niche colonization
affected the frequency of strains producing IAA from tryptophan dependent
pathway. However, the frequency of strains producing IAA pathway
independent of tryptophan were affected by local, niche, growing time and
genotype of the host. The quantification of production by bacteria in culture
medium with added tryptophan, ranged from 1 to 190 ug.mL-1, gaining
prominence strains of endophytic and root UAGC522 UAGC531, with
production of 166.46 pg.mL" and 161.72 * ug.mL'AA, respectively. Both 10
months- isolated, variety RB92579. Regarding the rhizoplane bacteria stood out
and UAGC104 UAGC103 lines, with production of 190.36 and 140.00 pg.mL"
ug.mL'IAA, respectively, both 4 months isolated variety RB867515. Bacterial
production and quantification independent tryptophan pathway ranged from 8 to
44 ug.mL-1, highlighting the strains UAGC70, root endophytic variety
RB863129 isolated at 4 months of growing and producing 43.44 pug.mL ", and
UAGC140, isolated from the rhizoplane 4 months-cultivation variety RB863129,

producing 42.42 ug.mL". The analysis of genetic variability, the BOX-PCR
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technique resulted in high variability between the strains analyzed, where only
the strains were similar (UAGC533 and UAGC531) above 70%. The results

show a great potential in biotechnology IAA production strains sugarcane roots-
associated.

Key-Words: auxin, genotype, colonization niche, Saccharum spp., cultivation
time, tryptophan
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3.1 INTRODUCAO

Os micro-organismos associados as plantas apresentam diferentes
mecanismos de interacdo, podendo ser influenciados por fatores intrinsecos
aos proprios micro-organismos, as plantas hospedeiras e a fatores ambientais
(BERG, 2009; HARDOIM et al., 2008; ROSENBLUETH & MARTINEZ-
ROMERO, 2006).

Quando em associagdo com as plantas, as bactérias podem ser neutras
ou benéficas, sendo encontradas habitando o hospedeiro de forma endofitica
ou epifitica. Epifiticas sdo aquelas encontradas no exterior do organismo
hospedeiro, enquanto que endofiticas sdo aquelas que habitam o interior do
hospedeiro sem causar sintomas ou danos a este, e nem formar estruturas
visiveis (COMPANT et al., 2010; ZHANG et al., 2006; AZEVEDO et al., 2000;
HALLMANN et al.,1997).Tanto bactérias endofiticas quanto epifiticas podem
trazer beneficios ao hospedeiro, como a disponibilizagdo de nutrientes,
protecdo microbioldgica e producéo de substancias promotoras de crescimento
vegetal (BADRI et al.,2009; MORGAN et al., 2005).

Dentre as substancias promotoras de crescimento vegetal, ou
fitormdnios, encontra-se o grupo das auxinas, e dentre estas o acido indol
acético (AlA), que é o fitormbnio encontrado em maiores quantidades nos
vegetais, e também o mais estudado e produzido, de forma idéntica, por
bactérias promotoras de crescimento (KARADENIZ et al.,2006; PATTEN &
GLICK, 1996).

As principais funcbes do acido indol acético sdo promover o
alongamento celular, divisdo, diferenciacdo celular e de tecidos, e a formacéo
radicular, além disso, também aumenta a propor¢édo do xilema e a resisténcia a
fatores de estresse, quando em baixos niveis (TSAVKELOVA et al.,2006; TAIZ
& ZEIGER, 2004).

Bactérias produtoras de AIA foram relatadas interagindo com diferentes
espécies de vegetais, como milho, morango, soja, trigo (EGAMBERDIYEVA &
KUCHAROVA, 2009; DIAS et al, 2009; EGAMBERDIYEVA, 2007,
KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2004), assim como na cana-de-acucar, onde
também foram encontradas bactérias produtoras de &cido indol acético
associados as suas raizes (GOVINDARAJAN et al.,2007; GOVINDARAJAN et

al., 2006; MIRZA et al.,2001). Estas bactérias podem promover a melhora do
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desenvolvimento e arquitetura do sistema radicular, assim como no
desenvolvimento de pelos radiculares, aumentando a capacidade de buscar e
absorver nutrientes e agua, e com isso as chances de estabelecimento da
cultura (MALHOTRAG& SRIVASTAVA, 2009).

Neste contexto, a cana-de-agucar € uma cultura de extrema importancia
para o mercado agricola brasileiro, atuando como comoditie no mercado
econdémico. O Brasil € o maior produtor mundial e por isso, a cada ano, sédo
necessarios incrementos na produtividade para sustentar a demanda do
mercado pelos seus produtos e subprodutos (IBGE, 2010; UNICA, 2010).

Para diminuir a utilizacdo de insumos quimicos, alguns autores ja
comprovaram a eficacia da utilizacdo de inoculantes bacterianos na cultura,
como, por exemplo, Govindarajan et al. (2007) que utilizou uma linhagem de
Klebsiella sp, produtora de AIA e fixadora de N, que conseguiu diminuir em
50% a utilizagcdo de adubo nitrogenado e a producao do tratamento foi maior
que no tratamento que recebeu os 100% da adubacdo sem indculo.

Portanto, os objetivos deste trabalho foram: i) selecionar bactérias
associadas a raizes de plantas de cana-de-acucar com capacidade de produzir
AlA; ii) quantificar a producdo de AIA via dependente e independente de
triptofano; iii) avaliar a influéncia do nicho de colonizagcdo bacteriana, local,
tempo de cultivo e gendtipo da planta hospedeira sobre a frequéncia de
bactérias produtoras de AlA; e iv) avaliar a variabilidade genética de bactérias

produtoras de AlA.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Linhagens bacterianas

Foram avaliadas 196 linhagens bacterianas, sendo 115 bactérias
endofiticas de raizes e 81 do rizoplano de plantas de cana-de-acucar, das
variedades RB 92579, RB 867515 e RB 863129, aos 4 meses e 10 meses,
cultivadas na Estacdo Experimental de Cana-de-Acucar de Carpina (EECAC),
Carpina - PE, e na Usina Petribl S/A, Lagoa de Itaenga — PE, que foram
previamente isoladas em meio TSA 10%, pertencentes a colecdo de culturas
microbianas do Laboratério de Genética e Biotecnologia Microbiana da

UAG/UFRPE.
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As linhagens estavam estocadas a -20T e para utili za-las foi necesséario
cultivd-las em placas de Petri contendo meio de cultura sélido TSA 10%
(Trypcase Soy Agar), para a obtencdo das colbnias isoladas, que foram

utilizadas para a inoculacdo em meio TSA liquido.

3.2.2 Selecdo de Bactérias Produtoras de Acido Indol

Acético - via dependente de Triptofano

Para a selecdo de bactérias produtoras de AIA via dependente de
triptofano e a quantificacdo da producao, todas as linhagens foram inoculadas,
a partir de colbnias isoladas, em meio liquido TSA 10% com o acréscimo de
5mM de L-triptofano, incubadas a 28°C sob agitacdo constante (125 rpm), na
auséncia da luz, por 24 horas.

ApoOs o periodo de crescimento, as amostras foram submetidas a reacao
colorimétrica de acordo com a metodologia de Bric et al. (1991). Dois mililitros
da cultura foram centrifugados a 11764g por 5min, destes, retirou-se uma
aliquota de 1 mL do sobrenadante e homogeneizou-se com 1 mL do reagente
de Salkowski (2% de FeCI3 0,5M em 35% de acido perclorico), incubou-se no
escuro a 28T durante 30 minutos. A reacdo foi submetida a leitura da
absorbancia em espectrofotdmetro, com comprimento de onda de 530nm. A
concentracédo do AlA foi estimada por meio de uma curva padréo previamente
estimada, utilizando valores conhecidos de AIA sintético (Vetec) 0; 50; 100;
150; 200; 250; 300 e 350 pg mL?, em meio de cultura esterilizado nao
inoculado (BARBOSA, 2010; ARAUJO & GUERREIRO 2010; BALDOTTO et
al., 2010).

O ensaio foi realizado em triplicata e foi utilizada como controle positivo
a linhagem EN303 (Pseudomonas oryzihabitans), bactéria endofitica de soja
gue é produtora de auxina (Kuklinsky-Sobral et al., 2004).

3.2.3 Selecdo de Bactérias Produtoras de Acido Indol

Acético - via independente de Triptofano

Para a selecdo de bactérias produtoras de AIA via independente de

triptofano e a quantificacdo da producéo, algumas linhagens foram inoculadas,
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a partir de colbnias isoladas, em meio liquido TSA 10% sem o acréscimo de
5mM de L-triptofano, incubadas a 28°C sob agitagdo constante (125 rpm), na
auséncia da luz, por 24 horas.

Adotou-se a mesma metodologia descrita para a analise com adicdo de

triptofano, como retratada acima.

3.2.4 Andlise Estatistica

Os dados de frequéncia foram submetidos ao Teste de Qui-quadrado
(x?) para confirmar se houve ou nao influencia dos fatores: local e tempo de
cultivo, gendtipo da planta hospedeira e nicho de colonizacdo bacteriana sobre
a distribuicdo das linhagens produtoras de AlA. Os dados da quantificacdo de
producéo de AIA foram transformados em (x+1)°°. para atender aos requisitos
estatisticos e arranjados como fatorial dupla e submetidos a andlise de
variancia e teste de comparagcdo de médias Scott-Knott, utilizando o software
SISVAR 5.0.

3.2.5 Analise da Variabilidade Genética Bacteriana  por BOX-
PCR

Para a analise da variabilidade genética, as linhagens bacterianas foram
inoculadas, a partir de colbnias isoladas, em 4 mL de meio liquido TSA 10%,
incubadas a 28°C sob agitacdo constante (125 rpm) por 24 horas. Apds o
periodo de crescimento, a cultura foi transferida para microtubos autoclavados
de 2 mL, centrifugados a 11764g por 5 minutos, descartando-se o
sobrenadante, e repetindo-se o procedimento até utilizar todo o meio de cultura
com o crescimento bacteriano. O pellet formado, ao final do processo de
centrifugacéo, foi submetido a extracdo de DNA gendmico total, realizado
através do Bacterial Genomic DNA Isolation Kit (Norgen), de acordo com
asespecificagdes do fabricante.

A anadlise da diversidade genética das linhagens foi realizada por meio
da técnica BOX-PCR, utilizando 0 primer BOXA1R (5°-
CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3"). As reacdes de PCR (Polimerase Chain
Reaction) foram preparadas para um volume final de 25 uL contendo 0,5 a 10

ng de DNA molde; 1mM de cada dNTP; 3,5mM de MgCl,; 1x do tampéo da
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enzima Taq Buffer, 1uM do primer BOX- A1R; 1x de DMSO (dimetilsufoxamida)
e 0,08U da enzima Taq DNA Polimerase (Fermentas). A reacdo de PCR foi
realizada em termociclador, com a seguinte condicdo de ciclo: 95°C por 2
minutos, seguido de 35 ciclos para desnaturacdo a 94°C por 2 minutos, 92°C
por 30 segundos, anelamento a 50°C por 1 min, extensdo de primer a 65°C por
1 min e seguida de extensdo final a 65°C por 10 min. Apds a amplificagcéo, toda
a reacdo de PCR foi avaliada por eletroforese em gel de agarose (1,5% p/v) em
tampao 1x TAE (40 mM de Tris-acetato; 1 mM de EDTA) e corado com Blue
Green Loading Dye (LGC Bio) e observado sobre luz ultravioleta e
fotodocumentado.

As bandas geradas pela amplificacdo foram transformadas em dados
binarios, e com estes foi construida uma planilha que foi analisada através do
software Past 1.90 (HAMMER et al.,, 2001), empregando-se o algoritmo
UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with Arithmetical Average) e aplicado
o Coeficiente de Jaccard para obter-se a matriz de similaridade entre as

linhagens analisadas.

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Selecdo de Bactérias Produtoras de AIA - via

dependente de triptofano

Foram analisadas 196 linhagens bacterianas isoladas endofiticamente
de raiz e do rizoplano de variedades de cana-de-acUcar, cultivadas em
Pernambuco. Destas, avaliou-se a frequéncia relativa de bactérias produtoras
de AIA em relacdo ao local de coleta, tempo de cultivo, gendtipo do vegetal e
nicho de colonizacdo. Além disso, também foram avaliadas a quantificagéo de
AlA e a variabilidade genética das linhagens produtoras de AlA.

Do total avaliado, 94% foram capazes de produzir AlA, in vitro, com a
adicdo de L-Triptofano no meio de cultura. A distribuicdo das linhagens em
relacédo ao local de coleta foi bem semelhante, 91,5% das linhagens produtoras
de AIA foram oriundas da EECAC-Carpina e 96,7 % da Usina Petribd, de modo
que a aplicacao do teste de x2 mostrou que nao houve influéncia do local de

cultivo da plantas hospedeiras.
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A proporcao de linhagens proporcao de linhagens produtoras de AlA foi
maior (96,3%) que entre as endofiticas de raiz (92,2%) com a confirmacéo da
diferenca pelo teste de x? (Figura 3.1). O tempo de cultivo das plantas de cana
também apresentou influéncia sobre a frequéncia de bactérias produtoras de
AlA (Figura 3.2), mesmo apresentando valores proximos de distribuicéo, 92,3%
em plantas com 4 meses e 97% em plantas com 10 meses de cultivo (Figura
3.2).

Assim como o local de cultivo, a distribuicdo das frequéncias de
bactérias produtoras de AIA em relacdo ao genodtipo do hospedeiro nao
apresentou diferenca significativa entre as variedades de cana. As frequéncias
encontradas foram 92,9% para a variedade RB92579; 96,9% para a RB867515
e 91,8% RB863129, entretanto, apesar o teste de x2 ter afirmado que as
frequéncias ndo sédo diferentes, percebemos que a variedade RB867515 se

sobressaiu em relacao as demais.
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Figura 3.1. Distribuicdo das linhagens bacterianas produtoras de AIA, via
dependente de triptofano, em relacdo ao nicho do qual foram isoladas: ER:
endofitica de raiz e RIZ: rizoplano de plantas de cana-de-acucar. A analise pelo

teste do x? revelou que houve influéncia do nicho de isolamento (p<0,05).
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Figura 3.2. Distribuicdo das linhagens bacterianas produtoras de AIA, via
dependente de triptofano, em relacdo ao tempo de cultivo da planta
hospedeira: 4 meses e 10 meses de cultivo. A analise pelo teste do x2 revelou

qgue houve influéncia do tempo de cultivo (p<0,05).

3.3.2 Selecdo de Bactérias Produtoras de AIA - via

independente de triptofano

Além da selecdo de bactérias produtoras de AIA via dependente de
triptofano, também foi investigada a capacidade de algumas bactérias em
produzir AlA via independente do precursor triptofano.

Dentre as bactérias produtoras de AIA via dependente de triptofano, 69
linhagens, sendo 38 linhagens endofiticas de raiz e 31 do rizoplano, foram
selecionadas para serem avaliadas quanto a producdo de AIA em meio de
cultura sem a adigdo do aminoécido triptofano. Destas, 61% foram capazes de
utilizar uma via metabdlica alternativa para a producao de AlA in vitro.

Comparando-se a distribuicdo de bactérias produtoras de AIA em
relacdo ao local de cultivo das plantas, foi observado maior frequéncia na
EECAC do que na Usina Petribu (63,9% e 58,6%, respectivamente), com
confirmacédo da diferenca pelo teste de x? (Figura 3.3). Além do local de cultivo
da planta hospedeira, o nicho de isolamento também influenciou a frequéncia
de bactérias produtoras de AIA (via independente de triptofano), com 63,2%

das linhagens endofiticas de raiz e 58,1% do rizoplano (Figura 3.4).
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A frequéncia de bactérias produtoras de AIA, em meio de cultura sem a
adicao de L-triptofano, foi maior aos 4 meses de cultivo (62,8%) do que aos 10
meses de cultivo (57,7%) de plantas de cana-de-agucar (Figura 3.5). Da
mesma forma, a Figura 3.6 apresenta a diferenca na frequéncia da distribuicdo
das linhagens produtoras de AIA em relacdo ao genatipo da planta hospedeira,
sendo observado que a RB863129 se destacou, apresentando 80% de
linhagens positivas, seguida pela RB867515, com 56,52% e por ultimo a
RB92579, apresentando 45,45% de linhagens positivas. Em ambos os casos, o

teste de x2 revelou haver diferencas dos fatores citados.
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Figura 3.3. Distribuicdo das linhagens bacterianas produtoras de AIA, via
independente de triptofano, em relacdo ao local de cultivo da planta
hospedeira: EECAC — Carpina e Usina Petribl. A analise pelo teste do x?2

revelou que houve influéncia do local de cultivo (p<0,05).
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Figura 3.4. Distribuicdo das linhagens bacterianas produtoras de AIA, via
independente de triptofano, em relacdo ao nicho do qual foram isoladas: ER:
endofitica de raiz e RIZ: rizoplano de plantas de cana-de-agucar. A andlise pelo
teste do x? revelou que houve influéncia do nicho de isolamento (p<0,05).
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Figura 3.5. Distribuicdo das linhagens bacterianas produtoras de AIA, via
independente de triptofano, em relacdo ao tempo de cultivo da planta
hospedeira: 4 meses e 10 meses de cultivo. A analise pelo teste do x? revelou
gue houve influéncia do tempo de cultivo (p<0,05).
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Figura 3.6. Distribuicdo das linhagens bacterianas produtoras de AIA, via
independente de triptofano, em relacdo ao gendtipo da planta hospedeira:
variedades RB92579; RB867515; e RB863129. A analise pelo teste do x2
revelou que houve influéncia das variedades (p<0,05).

3.3.3 Quantificagdo da Producédo de AIA — via depend ente de

triptofano

A producéo de AIA de 196 bactérias endofiticas de raiz e do rizoplano
de variedades de cana-de-agucar, cultivadas em Pernambuco, foi quantificada.
Os dados resultantes da quantificacdo foram inicialmente submetidos ao teste
de Scott-Knott, levando em consideracdo apenas as linhagens e suas
respectivas producoes. O teste agrupou as produgdes em 11 grupos distintos,
onde o grupo Al obteve destaque, contendo aproximadamente 35% das
linhagens avaliadas, com intervalo de producéo de 0,42 e 8,5 pug.mL, seguido
do grupo A2, com aproximadamente de 22% das linhagens produzindo entre 9
e 21 pg.mL™. No entanto, apenas 0,5% das linhagens avaliadas apresentaram
0s maiores niveis de producao de AIA, com 190 pg.mL™ (grupo All). Em torno
de 55% das linhagens avaliadas se encontram nos dois primeiros grupos e
uma parte de aproximadamente 45% é dividido pelos grupos restantes (Figura
3.7).

42



40
35 -

Frequénecia relativa(%)

wn

Al
30 -+
25 - A2
20
15 - A3

‘ Ad A5 A7 A8 A9

Al0

Nl BB N EE NN R

P N ® ® ® ® _00 90 ®

LR ,'1"\" ’,,,0)- fo‘°' AN

Figura 3.7. Distribuicdo das linhagens bacterianas em niveis de producdo de
AlA, via dependente de triptofano, agrupadas de acordo com o Teste de Scott-
Knott (p<0,05) em pg.mL™1.

Avaliando-se isoladamente a producéo de AIA, em meio de cultura com
adicao de L-triptofano, pelas linhagens endofiticas de raiz isoladas de plantas
cultivadas na EECAC, aos 4 meses de cultivo (Figura 3.8), foi observado que a
maior parte das linhagens produziu AIA entre 0 e 9 pg.mL?, principalmente na
variedade RB92579, e que apenas as linhagens UAGC44 e UGC52
apresentaram alta producédo, 107,12 pg.mL™ e 49,15 pg.mL™, respectivamente.
Além disso, a variedade RB867515 ndo apresentou linhagens com producédo
maior que 20 pg.mL™ de AIA, apenas a linhagens UAGC63, que manifestou a
producdo maxima de 16,93ug.mL™ de AIA. Contudo, a variedade RB863129
apresentou quatro linhagens que se destacaram, produzindo acima de
100pg.mL* de AIA, foram as linhagens UAGC83, UAGC77, UAGC81 e
UAGC70, com destaque para a UAGC83, com 134,4ug.mL™* (Figura 3.8).
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Figura 3.8 . Producao de AIA (ug.mL?), via dependente de triptofano, por bactérias endofiticas de raiz de trés variedades de
cana-de-acucar (RB92579, RB867515, RB863129), cultivadas na EECAC — Carpina, aos quatro meses de cultivo. Média de
trés repeticoes. Letras seguidas de numeros iguais ndo diferem entre si, de acordo com o Teste de Scott-Knott (p<0,05).
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A Figura 3.9 apresenta a producéo de AIA por bactéria endofitica de raiz
isolada de variedades de cana cultivadas na Usina Petribl, também aos quatro
meses de cultivo. Foi possivel observar que a variedade RB867515 apresentou
linhagens que apresentam maior capacidade de producdo de AIA do que a
mesma variedade quando isolada da EECAC, no mesmo tempo de cultivo
(Figura 3.8). As linhagens que se destacaram foram a UAGC255, UAGC257,
UAGC259, UAGC260, UAGC262 e UAGC263. A UAGC262 exibiu a maior
producdo, com 136,87 pg.mL™, seguido da linhagem UAGC255, com 126,05
pg.mLt Com relacdo a variedade RB92579, as linhagens isoladas néo
apresentaram producdo maior que 80 pg.mL?, valor este produzido pela
linhagem UAGC240. J& na variedade RB863129, obtiveram destaque as
linhagens UAGC278, UAGC270 e UAGC276, produzindo 134,42 pg.mL?,
133,29 ug.mL* e 110,01 pg.mL* de AlA, respectivamente (Figura 3.9).

Considerando-se as bactérias isoladas de plantas apés 10 meses de
cultivo, tanto na EECAC quanto na Usina Petriba, é possivel observar que a
variedade RB92579 apresentou linhagens com maior producédo de AIA, com
bactérias produzindo até 166,46 pg.mL? (Figura 3.10), quando comparado a
producdo das linhagens aos 4 meses de cultivo. Ja a RB867515, ao contrario
de quando avaliada aos 4 meses de cultivo, apresentou linhagens com

producdes que se aproximaram até 90 pg.mL™? (Figura 3.10).
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Figura 3.9 . Producédo de AIA (ug.mL™), via dependente de triptofano, por bactérias endofiticas de raiz de trés variedades de
cana-de-agucar (RB92579, RB867515, RB863129), cultivadas na Usina Petribl, aos quatro meses de cultivo. Média de trés

repeticdes. Letras seguidas de nimeros iguais néo diferem entre si, de acordo com o Teste de Scott-Knott (p<0,05).
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Figura 3.10. Producédo de AIA (ng.mL via dependente de triptofano, por bactérias endofiticas de raiz de trés variedades de
cana-de-acucar (RB92579, RB867515, RB863129), cultivadas na EECAC - Carpina e na Usina Petriba, aos dez meses de

cultivo. Média de trés repeticdes. Letras seguidas de nimeros iguais nédo diferem entre si, de acordo com o Teste de Scott-
Knott (p<0,05).
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Ainda considerando a Figura 3.10, as linhagens isoladas de plantas
cultivadas na Usina Petrib(, aos 10 meses de cultivo, apresentaram menor
producdo de AIA, com apenas a linhagem UAGC661 se destacando,
produzindo 140 pg.mL?, isolada da variedade RB92579. Das linhagens
isoladas da variedade RB867515, nenhuma apresentou producao expressiva, a
maxima chegou a apenas 28,45 ug.mL, produzido pela linhagem UAGC667.
Ja na variedade RB863129, a linhagem UAGC676 se sobressaiu sobre as
demais, produzindo 101,77 pg.mL?, comparando-se com a producdo das
linhagens aos 4 meses de cultivo (Figura 3.9), é observado que houve uma
diminuicao da producao de AlA.

Avaliando-se a producdo de AIA das bactérias isoladas do rizoplano de
plantas de cana-de-acUcar aos 4 meses de cultivo (Figura 3.11), foi observado
que houve um incremento da producdo, quando comparada com as linhagens
endofiticas de raiz. A maioria das bactérias produziu acima de 20ug.mL™.
Considerando-se apenas as linhagens obtidas da EECAC, pela variedade
RB92579, a linhagem que obteve destaque foi a UAGC91, produzindo
118,42pug.mL, enquanto que na variedade RB867515, a linhagem UAGC104
produziu 190,36ug.mL™?, seguido da linhagem UAGC103, com 140,20pug.mL™?
de AIA. Ja na variedade RB863129, a linhagem UAGC119 se destacou,
produzindo 111pug.mL™.

Além disso, considerando-se as linhagens obtidas da Usina Petriba
(Figura 3.11), isoladas do rizoplano aos 4 meses de cultivo, foi observado que,
como as bactérias da EECAC, a maioria também produziu acima de 20ug.mL™
e as linhagens mostraram maior producéo do que as endofiticas aos 4 meses
de cultivo. As linhagens que se destacaram na producdo de AIA foram a
UAGC322, isolada da variedade RB863129, produzindo 100upug.mL?, a
linhagem UAGC316, isolada da variedade RB867515, com producédo de
92,24ug.mL? e a linhagem UAGC294 isolada da variedade RB92579,
produzindo 80ug.mL™.
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Figura 3.11 . Producgéo de AIA (pg.mL™), via dependente de triptofano, por bactérias isoladas do rizoplanode trés variedades
de cana-de-acucar (RB92579, RB867515, RB863129), cultivadas na EECAC - Carpina e na Usina Petrib(, aos quatro meses
de cultivo. Média de trés repeticbes. Letras seguidas de nimeros iguais nao diferem entre si, de acordo com o Teste de Scott-
Knott (p<0,05).
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Quando comparada a producdo de AIA pelas linhagens obtidas do
rizoplano de plantas de cana-de-acUcar aos dez meses de cultivo, tanto da
EECAC quanto da Usina Petrib(, com a producdo das bactérias isoladas aos
quatro meses de cultivo, foi observado que houve uma diminuicdo na
producdo, onde o valor maximo produzido néo ultrapassou os 95 pug.mL* de
AIA (Figura 3.12). Analisando-se, isoladamente, as linhagens obtidas da
EECAC, sobressairam-se as linhagens UAGC555 e UAGC558, a primeira,
isolada da variedade RB92579, com producéo de 63,73 ug.mL%, e a segunda,
isolada da variedade RB863129, e producdo de 68,38ug.mL™. Enquanto que
nas linhagens obtidas na Usina Petribl, destacaram-se as linhagens
UACG684, UAGC693 e UAGC699, onde a primeira foi isolada da variedade RB
92579, com producdo de 59,20pug.mL?, a segunda, isolada da variedade
RB867515, produzindo 92,06pg.mL?* e a terceira com producdo de
84,82ug.mL1, isolada da variedade RB863129.
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Figura 3.12. Producéo de AIA (ng.mL™), via dependente de triptofano, por bactérias isoladas do rizoplano de trés variedades
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cultivo. Média de trés repeticdes. Letras seguidas de ndmeros iguais ndo diferem entre si, de acordo com o Teste de Scott-
Knott (p<0,05).
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3.3.4 Quantificacdo da Producdo de AIA — via indepe ndente

de triptofano

Para avaliar a capacidade da producédo de AIA por uma via metabdlica
independente de triptofano, foram selecionadas 69 bactérias endofiticas de raiz
e do rizoplano, de trés variedades de cana-de-acucar, aos 4 e 10 meses de
cultivo, cultivadas em Pernambuco. Estas foram selecionadas baseadas na
producdo de AIA pela via dependente de triptofano. Logo, as linhagens
bacterianas foram analisadas quanto a producédo de AIA em meio de cultura
sem o0 acréscimo de L-triptofano e as que apresentaram resultado positivo
foram quantificadas e submetidas ao teste de Scott-Knott. O teste agrupou as
linhagens em apenas dois grupos distintos, diferente de quando comparado
aos niveis de producédo de AIA com adi¢cao de L-triptofano. O grupo Al conteve
18,6 % das linhagens produtoras de AIA, com nivel de producdo de 8 a 21
pHg.mL™ de AIA, e o grupo A2 ficou com o restante das linhagens produtoras,
ressaltando-se o0 a producdo maxima observada foi de 44 pg.mL* de AIA
(Figura 3.13).

Avaliando-se a producéo de AlA, em meio de cultura sem o acréscimo
de L-triptofano, pelas linhagens endofiticas de raiz isoladas de variedades
cultivadas tanto na EECAC quanto na Usina Petribd, aos 4 meses de cultivo, a
producdo de AIA foi bem constante, variando de 39 a 44ug.mL, onde a
linhagem UAGC70 se destacou, produzindo 43,41ug.mL™, isolada da variedade
RB863129, cultivada na EECAC. No entanto o teste de Scott-Knott revelou n&o
haver diferenca significativa entre estas linhagens (Figura 3.14).

Quanto as linhagens endofiticas de raiz, isoladas aos 10 meses, de trés
variedades de cana cultivadas tanto na EECAC quanto na Usina Petriba
(Figura 3.15), foi observado que algumas linhagens, quando comparadas com
as da figura anterior (Figura 3.14), apresentaram menor producdo, como a
UAGC525 com 13,27ug.mL* de AlA, isolada da variedade RB92579.
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Figura 3.14. Producao de AIA (pug.mL™), via independente de triptofano, por

bactériasendofiticas de raiz de trés variedades de cana-de-acucar, cultivadas

na EECAC - Carpina e na Usina Petribl, aos quatro meses de cultivo. V1:
RB92579; V2: RB87515 e V3: RB863129. Média de trés repeticbes. Letras
seguidas de numeros iguais ndo diferem entre si, de acordo com o Teste de
Scott-Knott (p<0,05).
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Figura 3.15. Producdo de AIA (ug.mL via independente de triptofano, por
bactérias endofiticas de raiz de trés variedades de cana-de-agUcar cultivadas
na EECAC e na Usina Petribl, aos dez meses de cultivo. V1: RB92579; V2:
RB87515 e V3: RB863129. Média de trés repeticdes. Letras seguidas de
nameros iguais nao diferem entre si, de acordo com o Teste de Scott-Knott
(p<0,05).

Considerando as bactérias isoladas do rizoplano de plantas de cana, a
Figura 3.16 apresenta que as linhagens expressaram maiores producdes aos 4
meses, assim como as endofiticas de raiz. Neste caso, a linhagem que se
sobressaiu foi a UAGC140, com uma producao de 42,42ug.mL*de AIA, sendo
isolada da variedade RB863129, cultivada na EECAC. Contudo, na mesma
variedade, sO que cultivada na Usina Petriba, foi observado o menor valor de
producdo de AIA, exibido pela linhagem UAGC322, seguido pela linhagem
UAGC324, com producédo de 7,66pug.mL™ e 11,59ug.mL™, respectivamente.

Considerando a producdo das linhagens isoladas do rizoplano de
plantas de cana-de-acucar cultivadas aos 10 meses, na EECAC e na Usina
Petribu, foi observado que mais uma vez a linhagem que obteve destaque de
producdo, a UAGC561, foi isolada de planta cultivada na EECAC, com
producdo de 31,25 ug.mL™? e isolada da variedade RB867515. Enquanto a que
apresentou a menor producao foi isolada da Usina Petribd, com producao de
11,67 ug.mL™, isolada da variedade RB92579 (Figura 3.17).
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Figura 3.16. Producdo de AIA (ug.mL™), via independente de triptofano, por
bactérias isoladas do rizoplano de trés variedades de cana-de-acucar,
cultivadas na EECAC - Carpina e na Usina Petribl, aos quatro meses de
cultivo. V1: RB92579; V2: RB87515 e V3: RB863129. Média de trés repeticdes.
Letras seguidas de numeros iguais nao diferem entre si, de acordo com o Teste
de Scott-Knott (p<0,05).
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Figura 3.17. Producdo de AIA (ug.mL via independente de triptofano, por
bactérias isoladas do rizoplano de trés variedades de cana-de-agucar
cultivadas na EECAC e na Usina Petribd, aos dez meses de cultivo. V1:
RB92579; V2: RB87515 e V3: RB863129. Média de trés repeticbes. Letras
seguidas de numeros iguais nédo diferem entre si, de acordo com o Teste de
Scott-Knott (p<0,05).
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3.3.5 Influéncia de diferentes fatores sobre a prod ucéo de AIA

por bactérias associadas a plantas de cana-de-aglica r

Analises estatisticas foram realizadas para avaliar o efeito e possivel
interacdo entre os fatores: nicho de colonizacdo bacteriana, tempo de cultivo,
local de isolamento e gendtipo da planta hospedeira, sobre a producdo de AIA
por bactérias associadas a raizes de cana-de-acucar. A comparacao de médias
foi feita através do Teste de Scott-Knott. Os efeitos principais isolados nao
foram significativos de ao nivel de 5% de probabilidade. No entanto as
interacdes se mostraram significativas.

3.4.5.1 Producao de AIA — via dependente de Triptofano

Avaliando-se o local de isolamento em relacdo ao tempo de cultivo das
plantas de cana-de-acUcar (Figura 3.18), foi observado que houve diferenca
significativa entre os dois locais (EECAC e Usina Petribu) aos 4 e 10 meses de
cultivo. As bactérias isoladas da EECAC produziram significativamente menos
aos 4 meses quando comparada com as isoladas da Usina Petribd, no mesmo
tempo de cultivo. No entanto, este quadro se inverteu, quando as linhagens
isoladas na EECAC aos 10 meses apresentaram maior producéo do que as da
Usina Petribu.

Na Figura 3.19, o local de isolamento das plantas € comparado em
relacdo as variedades de cana-de-agUcar, sendo observado que apenas a
variedade RB867515, quando cultivada na Usina Petribl se sobressaiu
estatisticamente (p<0,05) sobre as demais, com meédia de producdo de
47,31pg.mL™.
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Figura 3.19. Influéncia do local de isolamento (EECAC — Carpina e Usina
Petribd) em funcdo das variedades de cana-de-acucar (RB92579; RB867515;
RB863129), sobre a producdo de AIA, via dependente de triptofano. Letras
iguais néo diferem entre si, de acordo com o Teste de Scott-Knott (p<0,05).

Relacionando-se o tempo de cultivo com as variedades (Figura 3.20), foi
observado que aos 4 meses, a variedade RB92579 diferiu estatisticamente das
demais variedades, apresentando a menor meédia de producdo de AIA,
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28ug.mL1, no entanto, aos 10 meses de cultivo, sua média foi a maior
(44,5ug.mL™1), comparada com as demais, afirmando a influéncia do tempo de
cultivo na producéo de AlA pelas bactérias isoladas.

Com relacdo ao tempo de cultivo em funcdo do nicho de colonizacéo
bacteriana, as linhagens do rizoplano se sobressairam na producao de AlA
guando comparadas as endofiticas de raiz, aos 4 meses de cultivo, produzindo
em média 48ug.mL?, diferindo estatisticamente (p<0,05). No entanto, aos 10
meses de cultivo, as linhagens endofiticas de raiz predominaram na producéo
de AIA (Figura 3.21).As médias da producdo de AIA do local em funcdo do

nicho, e da variedade em funcao do nicho néo foram significativas (p<0,05).
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Figura 3.20. Influéncia do tempo de cultivo (4 e 10 meses) em funcdo das
variedades de cana-de-agucar (RB92579; RB867515; RB863129), sobre a
producédo de AlA, via dependente de triptofano. Letras iguais nao diferem entre

si, de acordo com o Teste de Scott-Knott (p<0,05).
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Figura 3.21 . Influéncia do tempo de cultivo (4 e 10 meses) em funcdo do nicho
de colonizacdo bacteriana (ER: endofiticas de raiz; e RIZ: rizoplano), sobre a
producédo de AlA, via dependente de triptofano. Letras iguais nao diferem entre

si, de acordo com o Teste de Scott-Knott (p<0,05).

3.4.5.2 Producéo de AIA — via independente de Triptofano

A producdo de AIA por via metabdlica alternativa a utilizacdo do
triptofano como precursor, ou seja, em meio de cultura sem a adicdo de L-
triptofano, também foi avaliada. Foi observado a influéncia das variedades de
cana em funcéo do local de isolamento sobre a producao de AlA (Figura 3.22),
em que a variedade RB863129 diferiu estatisticamente das demais, produzindo
0s maiores niveis de AIA em relacéo as outras variedades, média de 29ug.mL™*
para as bactérias isoladas da Usina Petribl e 31ug.mL™ para as isoladas da
EECAC (Figura 3.22).

Na Figura 3.23, analisando-se o local de isolamento em funcédo do nicho
de colonizacdo bacteriana, foi verificado que as linhagens endofiticas de raiz,
tanto da EECAC quanto da Usina Petribl, apresentaram maior producdo de
AlA, diferindo estatisticamente (p<0,05) da producdo apresentada pelas
linhagens do rizoplano.

Analisando-se a influéncia do tempo de cultivo em funcdo do nicho de
colonizacédo bacteriana (Figura 3.24), foi observado que a producao de AlA,

aos 4 meses, das linhagens endofiticas de raiz superou a producdo aos 4
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meses do rizoplano e das endofiticas de raiz e do rizoplano aos 10 meses de

cultivo, diferindo estatisticamente das demais (p<0,05).
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Figura 3.22. Influéncia do tempo de cultivo (4 e 10 meses) em funcdo das
variedades de cana-de-agucar (RB92579; RB867515; RB863129), sobre a
producdo de AIA, via independente de triptofano. Letras iguais ndo diferem
entre si, de acordo com o Teste de Scott-Knott (p<0,05).
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Figura 3.23. Influéncia do local de isolamento (EECAC — Carpina e Usina
Petriba) em fung&@o do nicho de colonizagcéo bacteriana (ER: endofiticas de raiz;
e RIZ: rizoplano), sobre a produgédo de AIA via independente de triptofano.
Letras iguais nao diferem entre si, de acordo com o Teste de Scott-Knott
(p<0,05).
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Figura 3.24 . Influéncia do tempo de cultivo (4 e 10 meses) em funcdo do nicho
de colonizacdo bacteriana (ER: endofiticas de raiz; e RIZ: rizoplano), sobre a
producdo de AIA, via independente de triptofano. Letras iguais ndo diferem
entre si, de acordo com o Teste de Scott-Knott (p<0,05).

3.3.6 Analise da Variabilidade Genética Bacteriana  por BOX-
PCR

A analise da variabilidade genética, pela técnica de BOX-PCR, foi
realizada em 38 linhagens endofiticas de raiz e 29 do rizoplano, expressando
niveis de producédo de AlA diferentes. A técnica utilizada permitiu a visualizagcédo
de perfis de banda, entre 250 e 8000 pb, geradas pela amplificacdo de
sequéncias repetitivas do DNA gendmico bacteriano, utilizando o primer BOX
AlR.

A analise foi realizada através da construcdo de um dendrograma
(Figura 3.25) de similaridade, onde o0 mesmo indicou uma grande variabilidade
genética entre as linhagens, apenas as linhagens UAGC531 e UAGC533
apresentaram alta similaridade, acima de 70%. As linhagens UAGC119 e
UAGC321, e as linhagens UAGC653 e UAGC298 apresentaram em torno de
65 % de similaridade, de acordo com o indice de Jaccard. As outras linhagens
avaliadas permaneceram com indice de similaridade abaixo de 60%,
confirmando mais uma vez a alta diversidade genética das linhagens

produtoras de AIA em questao.
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N&o houve relacdo entre as linhagens endofiticas de raiz e do rizoplano,
a maior parte dos agrupamentos ndo diferenciou uma da outra. A Unica
diferenciacao foi no agrupamento das linhagens UAGC531 e UAGC533, que
produziram altos niveis de AIA (161,72 pg.mL? e 80,85 pg.mL?,
respectivamente) e foram isoladas da EECAC aos 10meses de cultivo, no
entanto a primeira linhagem pertence a variedade RB92579 e a segunda a
RB867515.

Assim como nas linhagens UAGC321 e UAGC119 (111,30 pg.mL? e
66,06 pg.mL™* de AIA, respectivamente), que sdo oriundas do rizoplano, da
mesma variedade (RB863129) e do mesmo tempo de cultivo (4 meses), mas
no entanto, sdo de locais diferentes, a primeira é oriunda da EECAC e a
segunda da Usina Petribu (Figura 3.25).
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Figura 3.25. Dendrograma de similaridade mostrando o agrupamento das

St

linhagens bacterianas produtoras de AIA associadas a plantas de cana-de-
acucar, com base nas sequéncias obtidas pelo primer BOX AlR, através do
coeficiente de Jaccard e pelo método UPGMA (Unweighted Pair-Group Method
with Arithmetical Average), com bootstrap de 1.000 vezes. Os nimeros nos nos
em questdo indicam a porcentagem de vezes que O grupo permaneceu no

consenso.
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3.4 DISCUSSAO

A interagdo bactéria—planta hospedeira € um processo muito importante
de ser estudado, pois quando esta € benéfica, a bactéria apresenta capacidade
de disponibilizar nutrientes e substancias promotoras de crescimento ao
hospedeiro. No entanto, esta interacdo pode ser alterada por fatores
provenientes do ambiente, ou intrinsecos a planta hospedeira (HAYAT et al.,
2010; ROSENBLUETH &MARTINEZ-ROMERO, 2006).

Os resultados do presente estudo demonstraram que diversos fatores
podem influenciar a dindmica das bactérias produtoras de AIA. Kuklinsky-
Sobral et al. (2004), avaliando a comunidade bacteriana produtora de auxinas,
associada a plantas de soja, verificaram que as bactérias podem ser afetadas
pela fase de crescimento em que o hospedeiro se encontra, pelo gendtipo do
mesmo e também pelo nicho de coloniza¢do do qual a bactéria foi isolada. No
presente trabalho, observamos que os fatores que mais influenciaram a
distribuicdo das bactérias produtoras de AIA associadas a plantas de cana-de-
acucar foram o nicho de colonizacdo bacteriana, o tempo de cultivo e o
gendtipo da planta hospedeira.

A producdo de AIA por bactérias endofiticas de raiz e do rizoplano foi
abordada por Becerra-Castro et al. (2011), que encontraram maior proporcao
de bactérias produtoras de AIA no rizoplano do que no interior do tecido
radicular de plantas de Cytisus striatus. Kuklinsky-Sobral et al. (2004)
observaram o contrario em plantas de soja, maior propor¢cdo de linhagens
produtoras de AIA endofiticas de raiz do que isoladas do rizoplano.
Comparando com os resultados aqui obtidos, foi verificado que tanto bactérias
endofiticas de raiz quanto as do rizoplano se mostraram em proporgdes
equivalentes, diferenciando dos dados encontrados na literatura.

A colonizacdo do rizoplano, segundo Compant et al. (2010) esta
diretamente relacionada a exsudacdo de compostos atrativos, ricos em
carbono, aclUcares e aminoacidos, que atraem as bactérias para as areas das
raizes, em que estes se encontram em maior concentragdo. J4 a colonizacdo
dos tecidos internos por bactérias esta condicionada a existéncia de aberturas
naturais ou artificiais, ou a producdo enzimatica que facilite o processo de
penetracdo, que permitam a entrada destas no interior da planta hospedeira.

Nem todas as bactérias existentes no rizoplano apresentam habilidade ou
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competéncia para penetrar e colonizar o interior do hospedeiro, mas todas que
estdo habitando o interior do tecido vegetal ja passaram alguma fase do seu
ciclo de vida como epifiticos (COMPANT et al., 2010; BADRE et al., 2009;
KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2004;HALLMANN et al., 1997).

Quanto ao tempo de cultivo, percebemos que aos 4 meses de cultivo a
producdo de AIA das linhagens endofiticas de raiz foi inversamente
proporcional as do rizoplano, e aos 10 meses de cultivo, o resultado se
inverteu, a media da producdo de AIA do rizoplano foi bem maior que a das
endofiticas de raiz, mostrando haver flutuacdo entre as populacdes de
bactérias produtoras de AIA endofiticas e do rizoplano em relacdo ao tempo,
assim, podemos supor que aos 4 meses, no inicio do desenvolvimento do
vegetal, as bactérias viviam epifiticamente nas raizes da cana, e , com 0
desenvolvimento desta, conseguiram penetrar na planta e se estabelecer
nesta. Além disso, Quadt-Hallmann et al. (1997) afirmam que a colonizacéo
tanto interna ou externa pode ser afetada pelas espécies de bactérias que
estéo interagindo em cada fase da planta.

Observando atentamente a variacdo da populacdo de bactérias
produtoras de AIA entre as variedades de cana-de-acUcar cultivadas, foi
observado que aos 4 meses de cultivo, principalmente a variedade RB92579,
as linhagens apresentaram menor producdo de AIA. Segundo a RIDESA
(2010), esta variedade apresenta desenvolvimento lento, enquanto que as
outras duas variedades (RB867515 e RB863129) apresentam desenvolvimento
rapido, e foi observado que estas duas variedades apresentaram bactérias com
maiores niveis de producdo de AIA aos 4 meses de cultivo, fato que, apesar de
especulativo, pode estar relacionado com o desenvolvimento da planta
hospedeira.

De acordo com Patten & Glick (1996), cerca de 80% das bactérias
exibem a capacidade de produzir AlA, principalmente através do metabolismo
do aminoacido L-triptofano, que € o percussor do &cido indol acético
(TSAVKELOVA et al., 2006). Existem cerca de 4 rotas bioquimicas para a
producdo do AIA através do L-triptofano, no entanto, a principal para as
bactérias benéficas produtoras de AlA, é realizado através da via do acido indol
piravico (TSAVKELOVA et al., 2006; SPAEPEN et al.,, 2007). Segundo
Tsavkelova et al. (2006), a rota de producgéo de AIA por bactérias independente

do L-triptofano € insignificante, afirmacdo contestada pelos resultados aqui
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apresentados, que mostram que nem todas as bactérias sdo capazes de
produzir por esta rota, entretanto quando produzem, exibem quantidades bem
significativas, com a variacédo de 7 a 43 pg.ml?, enquanto que Egamberdiyeva
& Kucharova (2009) encontraram no maximo 7,4ug.mlt. No entanto, Patten &
Glick (1996) e Barazani & Friedman (2000) afirmam que o L-triptofano pode ser
encontrado no solo, produzido pelas plantas e exsudado através das raizes,
entdo a rota de producédo de AlA através do L-triptofano se torna, de fato, mais
comum.

Nas bactérias associadas a plantas de cana, foi observado que a maioria
das linhagens produziu altas concentragfes de AlA, chegando a um maximo de
190pg.mL™. Alguns trabalhos revelam diferentes limites de producdo, como de
2 pg.mL* ( LOACES et al.,2011), 3ug.mL™ (ALI et al., 2009), 35 pug.mL* (DIAS
et al., 2009), 65 pg.mL* (ALI et al., 2008) e 93ug.mL* (MERZAEVA
&SHIROKIKH, 2010), sugerindo que as bactérias aqui avaliadas apresentaram
producdo de AIA acima de varias citadas na literatura.

Alguns autores associam producdao de AIA como um mecanismo de
patogenicidade (YANG et al., 2007; MANULIS et al.,1998; FETT et al., 1987).
Uma possivel diferenca entre a produgcdo de AIA por bactérias benéficas e
fitopatogénicas é a via metabdlica, sendo o das fitopatogénicas a rota do indol-
3 - acetamida (YANG et al.,, 2007). Logo, ndo é possivel afirmar que uma
bactéria é patogénica ou ndo apenas pela quantidade de AIA que ela produz.
Pois, como nos resultados aqui apresentados, foi observada a associacao de
bactérias ndo patogénicas com plantas de cana-de-aclcar que produziram AlA
acima de 100ug.mL?, enquanto que Fett et al. (1987) observaram a producéo
de AIA por Dbactérias fitopatogénicas, Xanthomonas campestris e
Pseudomonassp., em concentracbes de 2ug.mL?* e  40ug.mL?,
respectivamente. Entretanto, altas concentracdes de AIA produzidas por
bactérias podem, em vez de promover o desenvolvimento radicular, inibir o
mesmo. Neste contexto, Dodd et al. (2010) afirmam que concentracdes de AlA
acima de 2pg.mL™ podem inibir a elongacdo radicular. Porém, Gravel et al.
(2007) relatam em seu trabalho que a aplicacdo de solu¢gbes contendo AlA na
concentracdo de 10ug.mL%, em mudas de tomate, conseguiu inibir os sintomas
do fitopatégenos Pythium ultimum, mostrando que ha um bom potencial na

utilizacéo de bactérias que produzem altas concentracdes de AlA.
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As bactérias selecionadas para a andlise de variabilidade genética
apresentavam em comum a capacidade de produzir AIA, mas expressavam
esta caracteristica em diferentes niveis de producédo. Além disso, nenhum
critério morfologico de selecdo das linhagens foi utilizado para a realizacdo do
ensaio. Logo, a alta diversidade genética encontrada, através da técnica de
BOX-PCR, era, de certo modo, esperada. Contudo, Mendes et al. (2007),
trabalhando apenas com linhagens do género Burkholderia, isoladas de
variedades de cana-de-acucar, encontraram também alta variabilidade genética
entre as bactérias analisadas, a maioria também exibiu capacidade de produzir
AlA. Além deste, Marques et al. (2008), trabalhando com diversas linhagens de
Pseudomonas, através da técnica de BOX-PCR, conseguiram separar as
linhagens em nove grupos, com até 72% de similaridade, enquanto que Freitas
et al (2007) conseguiram obter trés grupos com similaridade acima de 50% em
linhagens de Rhizobium, diferente dos resultados aqui relatados, que soO
apresentaram semelhancas acima de 70% em apenas duas linhagens.

Além disso, ndo houve praticamente nenhuma relacdo entre os
agrupamentos formados, que envolveram tanto as linhagens endofiticas de raiz
guanto as do rizoplano. A variabilidade encontrada evidenciou a grande
diversidade de espécies que habitam estes nichos, como afirmaram Berg &
Smalla (2009), em sua revisao.

De acordo com os resultados expostos, ha um grande potencial
agrondmico diante das linhagens estudadas, para a producdo de futuros
inoculantes para a cultura da cana-de-acglcar, e /ou para outras culturas, uma
vez que esta provada a interacdo benéfica entre estas linhagens e a cultura

analisada.
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3.5 CONCLUSOES

Plantas de cana-de-acUcar cultivadas em Pernambuco apresentam alta
frequéncia de bactérias com capacidade de produzir AlA in vitro;
Bactérias associadas a plantas de cana apresentam a capacidade de
produzir AlA via dependente e independente da utilizacdo do triptofano
COMO precursor;

Bactérias produtoras de AIA associadas a plantas de cana expressam a
producdo em diferentes niveis de concentracdo, variando de 1 a
190ug.mL%;

O local e tempo de cultivo da planta hospedeira e o nicho de colonizagao
bacteriana influenciaram na distribuicdo das bactérias produtoras de AIA
associadas a cana-de-acgucar,

O local, tempo de cultivo e gendtipo da planta hospedeira e o nicho de
colonizagdo bacteriana influenciaram nos niveis de producgdo de AlA por
bactérias associadas a cana-de-acgucar;

As bactérias produtoras de AlA associadas as raizes da cana-de-agucar

apresentam alta variabilidade genética.
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4 CAPITULO I

COMUNIDADE BACTERIANA ASSOCIADA A
CANA SOCA E PRODUCAO DE ACIDO INDOL
ACETICO
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RAMOS, ANDRESA PRISCILA DE SOUZA. Msc. Universidade Federal Rural
de Pernambuco. Agosto de 2011. Capitulo 2 - Comunidade bacteriana
associada a cana soca e producdo de acido indol acético. Orientadora: Profa.
Dra. Julia Kuklinsky Sobral. Conselheiros: Prof. Dr. Fernando José Freire e

Prof. Dr. Fernando Dini Andreote.

RESUMO

A interagdo bactéria-planta pode ser afetada por diversos fatores, como
o clima, manejo do solo, o gendtipo do hospedeiro, o estado de
desenvolvimento da cultura, entre outros. Esses fatores podem influenciar as
funcdes que as bactérias benéficas exercem, como por exemplo, a producao
de fitormbnios, como o &cido indol acético (AlIA). O trabalho teve por objetivos
isolar, selecionar e avaliar a variabilidade genética de bactérias produtoras de
AlA via dependente e independente de triptofano, associadas as raizes de
cana-de-acucar (primeira soca), e avaliar a diversidade da comunidade
bacteriana ndo cultivavel. Foram utilizadas amostras de raizes e de solo
rizosférico de trés variedades (RB863129, RB867515 e RB92579) de plantas
de cana soca cultivadas em Pernambuco. A densidade populacional bacteriana
variou entre os nichos avaliados, sendo maior na rizosfera do que nas
endofiticas de raiz (10° UFC.g' SF e entre 10° e 10® UFC.g' TVF,
respectivamente). Foram isoladas e avaliadas 52 bactérias endofiticas de raiz e
da rizosfera de cana soca. Em relacdo a producdo de AIA via dependente de
triptofano, 100% das linhagens foram capazes de produzir, e a produgao variou
de 2 a 108 pug.mL*, destacando-se as linhagens UAGC942 e UAGC967,
isoladas rizosfera da variedade RB92579, produzindo 107,99 pug.mL™* e 103,97
ng.mL™, respectivamente. Entre as bactérias endofiticas de raiz, sobressaiu-se
a linhagem UAGC979, com producdo de 80 pg.mL’1, isolada da variedade
RB92579. Quanto a via independente de triptofano, apenas 47% das bactérias
foram capazes de produzir AlA, sobressaindo-se as linhagens UAGC940,
produzindo 19,82 ug.mL%, e a linhagem UAGC938, com média de 17,80 pug.mL"
lLambas isoladas da rizosfera da variedade RB92579. A analise da
variabilidade genética por BOX-PCR resultou em alta variabilidade, devido a

heterogeneidade dos perfis, apenas as linhagens UAGC979 e UAGC986 e
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UAGC950 e UAGC977 apresentaram alta similaridade, préximo a 70%. A
analise da diversidade bacteriana ndo cultivavel resultou em alta similaridade
dentro dos nichos de colonizagdo e genoétipo da planta hospedeira, acima de

80%, no entanto houve diferencas entre os nichos estudados.

Palavras-chave: auxin, diversidade, endofiticos, nicho, rizosfera, variabilidade

geneética.
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RAMOS, ANDRESA PRISCILA DE SOUZA. Msc.atUniversidade Federal Rural
de Pernambuco. August 2011.Charpter 2— Bacterial community associated with
sugarcane ratoon and production of indole acetic acid. Adviser: Profa. Dra. Julia
Kuklinsky Sobral. Co-Advisers: Prof. Dr. Fernando José Freire e Prof. Dr.

Fernando Dini Andreote.

ABSTRACT

The bacteria-plant interaction may be affected by many factors such as
climate, soil management, the host genotype, culture development, among
others. These factors may influence beneficial bacteria functions, such as the
hormones production such as indole acetic acid (IAA). In this context, the work
aimed in isolate, select and evaluate the genetic variability of IAA-producing
bacteria, dependent and independent pathway of tryptophan, associated to
sugarcane roots (first ratoon), and assess the diversity of bacterial community
non-cultivable. Roots samples and three varieties (RB863129, RB867515 and
RB92579) sugarcane (first ratoon) rhizosphered crop fields in Pernambuco. The
bacterial population density varied between evaluated niches, higher numbered
in the rhizosphere than in root endophytic (107 CFU g-1 and SF between 102
and 103 CFU g-1 TVF, respectively). Fifty-two root endophytic bacteria and
rhizosphere of sugarcane ratoon were isolated and evaluated. Regarding the
production of IAA dependent pathway of tryptophan, 100% of the strains were
able to produce, and the production ranged from 2 to 108 ug.mL-1, thus, the
UAGC942 UAGC967 isolated rhizosphere of the variety RB92579, producing
107 , 99 pg.mL™and 103.97 pug.mL™, respectively. Among the root endophytic
bacteria, stood out UAGC979 strain, producing 80 pg.mL™, variety RB92579
isolated. From the tryptophan-independent route, only 47% of the bacteria were
able to produce IAA, standing out UAGC940 lines, producing 19.82 pg.mL-%,
and strain UAGC938, averaging 17.80 pg.mL-' both isolated from the
rhizosphere of the variety RB92579. The analysis of genetic variability by BOX-
PCR resulted in high variability due to heterogeneity profiles, only the strains
UAGC979, UAGC986 and UAGC950, UAGC977 showed high similarity close to

70%. The analysis of non-cultivable bacterial diversity resulted in high similarity
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within the niche colonization and host plant genotype, over 80%, although, there

were differences between the niches studied.

Key words: auxin, diversity, endophytes , genetic variability, niche, rhizosphere
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4.1 INTRODUCAO

As bactérias associadas as plantas colonizam diferentes nichos, como a
rizosfera e o rizoplano (epifiticas da raiz) e endofiticamente na raiz, que se
mostram ambientes propicios para o desenvolvimento bacteriano, pois
apresentam a deposicdo das substancias secretadas pelas raizes. Essas
substancias sao ricas em fontes de carbono, vitaminas, reguladores de
crescimento e nutrientes que estimulam a atividade microbiana e a diversidade
de espécies ali existentes (BERG & SMALLA, 2009; LUGTENBERG &
KAMILOVA, 2009).

As bactérias endofiticas, epifiticas e do solo podem trazer beneficios a
planta hospedeira, como a disponibilizagdo de nutrientes, protecdo
microbiolégica e producdo de substancias promotoras de crescimento vegetal
(BADRI et al.,2009; MORGAN et al., 2005). Neste contexto, as bactérias tém a
capacidade de produzir metabdlitos secundarios, ricos em substancias, que
sao utilizados pelas plantas para promover o seu desenvolvimento. Dentre
estes metabdlitos, estdo as substancias promotoras de crescimento vegetal,
como os fitormdénios. O acido indol acético (AlA), que faz parte do grupo das
auxinas, é o fitorménio encontrado em maiores quantidades nos vegetais, e
também o0 mais estudado e produzido, de forma idéntica, por bactérias
promotoras de crescimento (PATTEN & GLICK, 1996).

Diversos fatores bioticos e abidticos podem influenciar a diversidade e a
funcionalidade da comunidade bacteriana associada ao solo, como o clima,
manejo do solo, aplicacdo de defensivos agricolas, atividades antropogénicas,
tipo de solo e até a propria cultura e seu manejo, bem como o gendtipo,
sanidade e estado de desenvolvimento da mesma (COMPANT et al., 2010;
BERG & SMALLA, 2009; KUKLISNKY-SOBRAL et al., 2004).

Para o melhor entendimento e conhecimento da microbiota e das
funcbes que estas exercem quando em interacdo com as plantas, se faz
necessario a aplicacdo de técnicas que permitam o acesso as comunidades
bacterianas cultivaveis e ndo cultivaveis. As técnicas dependentes de cultivo,
como o isolamento, permitem o conhecimento das comunidades bacterianas

gue se desenvolvem fora do ambiente natural, geralmente 0s grupos
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dominantes, atingindo apenas 1% de toda comunidade presente no ambiente,
enquanto que as técnicas independentes de cultivo permitem acessar ndo sé
0s grupos dominantes, mas diferentes grupos existentes, geralmente através
das ferramentas moleculares (VAN ELSAS &BOERSMA, 2011; GARBEVA et
al., 2001).

Diante do exposto, os objetivos deste trabalho foram: i) isolar e
selecionar bactérias produtoras de AIA via dependente e independente de
triptofano; ii) avaliar a comunidade bacteriana cultivavel associada a raizes de
plantas de cana soca; iii) avaliar a diversidade genética de bactérias produtoras
de AlA; iv) avaliar a comunidade bacteriana nédo cultivavel associada a plantas
de cana soca.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Isolamento de bactérias associadas a plantas  de cana soca

4.2.1.1 Amostras vegetais

Foram utilizadas amostras de raizes e da rizosfera das variedades de
cana-de-acucar RB92579, RB867515 e RB863129, cultivadas na Estacéo
Experimental de Cana-de-Acucar de Carpina (EECAC), Carpina — PE, aos trés
meses de rebrota ap6s o primeiro corte (12 soqueira). Apds a coleta, as
amostras foram levadas para o Laboratorio de Genética e Biotecnologia
Microbiana (LGBM) da Unidade Académica de Garanhuns, Universidade

Federal Rural de Pernambuco, para serem processadas.

42.1.2 Isolamento de bactérias endofiticas

As amostras de raiz foram lavadas em agua corrente para a retirada de
resquicios de solo e partes mortas. Em seguida, as raizes foram pesadas e,
aproximadamente, 3g de cada amostra foram utilizados. Em seguida, foram
desinfetadas superficialmente, conforme a metodologia descrita por Kuklinsky-
Sobral et al. (2004), e Araujo et al. (2010), seguindo as seguintes etapas de
desinfeccdo: imersdo em alcool 70% por 1 minuto, imersdo em hipoclorito de

sédio (2,5% do cloro ativo) por 3 minutos, seguida, de nova imersao em outra
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solucéo de alcool 70% por 30 segundo. Ao final do processo,as raizes foram
lavadas por duas vezes em agua destilada estéril. Em seguida, as amostras de
raiz foram cortadas, em pequenos fragmentos e macerados, assepticamente,
em 10mL de tampdo PBS (Phosphate Buffered Saline- PBS: 1,44g L™ de
Na,HPO,; 0,24g L™ de KH,PO4; 0,20g L™ de KCI; 8,00g L™ de NaCl; pH 7,4).

Apés este procedimento, todo o material foi transferido para tubos de
50mL e incubados sob agitacdo (120 rpm) a 28T por 40min. Apds a
incubacédo, as amostras foram diluidas e aliquotas de 100uL de cada diluicéo
foram inoculadas em placas de Petri contendo meio TSA 10% (Trypcase Soy
Agar) sélido acrescido do fungicida Cercobyn 700 (50 pug.mL™) e incubadas a
28T por até 15 dias.

Aliguotas de 100uL da agua das ultimas lavagens de cada amostra
foram inoculadas em placas com meio TSA 10% solido para confirmar a
eficicia da desinfeccéo realizada.

A populacéo bacteriana cultivavel foi estimada através da contagem das
unidades formadoras de col6nia obtidas por grama de tecido vegetal fresco
(UFC g* TVF) aos 4, 7 e 15 dias de incubac&o. O critério de selecao utilizado
buscou escolher as colénias mais diversificadas possivel em relacdo as suas
caracteristicas morfolégicas como a cor, o formato, e ao tamanho da col6nia,
sendo repicadas das placas de isolamento para novas placas contendo meio
TSA 10% e purificadas pela técnica de esgotamento. Em seguida, colonias
isoladas foram inoculadas em meio TSA 10% liquido, incubadas por 24 horas a
28T e 150 rpm, em seguida foram suplementadas com 20% de glicerol e

armazenadas a -20<TC,.
4.2.1.3 Isolamento de bactérias rizosféricas

Para o isolamento de bactérias da rizosfera, foram pesados 5g do solo
rizosférico e colocados em erlenmeyers contendo cerca de 5g de pérolas de
vidro e 50mL de tamp&o PBS. Em seguida, foram mantidos sob agitacao
constante a 90 rpm por 40 minutos a 28C. Posterior mente, foram realizadas
diluicdes seriadas em tampéao PBS e retiradas aliquotas de 100uL e inoculadas
em placas de Petri contendo o meio de cultura TSA 10% solido, adicionado
com o fungicida Cercobyn 700 (50 pug.mL™), e incubados a 28 para avaliagéo

apos 4, 7 e 15 dias.
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A populacéo bacteriana cultivavel foi estimada através da contagem das
unidades formadoras de col6nia obtidas por grama de solo fresco (UFC g™* SF).
As colonias selecionadas de acordo com as caracteristicas morfologicas foram
repicadas das placas de isolamento para novas placas contendo meio TSA
10% e purificadas pela técnica de esgotamento. Em seguida, coldnias isoladas
foram inoculadas em meio TSA 10% liquido, incubadas por 24 horas a 28T e,

em seguida, suplementadas com 20% de glicerol e armazenadas a -20<C.

4.2.2 Selecdo de Bactérias Produtoras de  Acido Indol Acético - via

dependente de Triptofano

Para a selecdo de bactérias produtoras de AIA via dependente de
triptofano e a quantificacdo da producao, todas as linhagens foram inoculadas,
a partir de colbnias isoladas, em meio liquido TSA 10% com o acréscimo de
5mM de L-triptofano, incubadas a 28°C sob agitagdo constante (125 rpm), na
auséncia da luz, por 24 horas.

ApoOs o periodo de crescimento, as amostras foram submetidas a reacao
colorimétrica de acordo com a metodologia descrita por Bric et al. (1991). Dois
mililitros da cultura foram centrifugados a 11764g por 5min, destes, retirou-se
uma aliqguota de 1 mL do sobrenadante e homogeneizou-se com 1 mL do
reagente de Salkowski (2% de FeCI3 0,5M em 35% de acido perclorico),
incubou-se no escuro a 28T durante 30 minutos. A reacgdo foi submetida a
leitura da absorbancia em espectrofotdmetro, com comprimento de onda de
530nm. A concentracdo de AIA foi estimada por meio de uma curva padréo,
utilizando valores conhecidos de AIA sintético (Vetec) 0; 50; 100; 150; 200;
250; 300 e 350 pg mL?, em meio de cultura esterilizado ndo inoculado
(BARBOSA, 2010; ARAUJO & GUERREIRO 2010; BALDOTTO et al., 2010).

O ensaio foi realizado em triplicata e foi utilizada como controle positivo
a linhagem EN303 (Pseudomonas oryzihabitans), bactéria endofitica de soja

gue é produtora de auxina (Kuklinsky-Sobral et al., 2004).
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4.2.3 Selecdo de Bactérias Produtoras de  Acido Indol Acético - via

independente de Triptofano

Para a selecdo de bactérias produtoras de AIA via independente de
triptofano e a quantificacdo da producéo, algumas linhagens foram inoculadas,
a partir de colbnias isoladas, em meio liquido TSA 10% sem o acréscimo de
5mM de L-triptofano, incubadas a 28°C sob agitacdo constante (125 rpm), na
auséncia da luz, por 24 horas.

Adotou-se a mesma metodologia descrita anteriormente para a analise

com adigéo de triptofano, como citada acima.

4.2.4 Analise Estatistica

Os dados de frequéncia foram submetidos ao Teste de Qui-quadrado
(x®)para confirmar se houve ou néo influencia dos fatores: gendétipo da planta
hospedeira e nicho de colonizacdo bacteriana sobre a distribuicdo das

linhagens produtoras de AIA. Os dados da quantificacdo de producédo de AIA

foram transformados em +X + 1 para atender aos requisitos estatisticos e
arranjados como fatorial dupla e submetidos a andlise de variancia e teste de
comparacao de médias Scott-Knott, utilizando o software SISVAR 5.0.

4.2.5 Analise da Variabilidade Genética Bacteriana  por BOX-PCR

Para a andlise da variabilidade genética, as linhagens bacterianas foram
inoculadas, a partir de colonias isoladas, em 4 mL de meio liquido TSA 10%,
incubadas a 28°C sob agitacdo constante (125 rpm) por 24 horas. Apos o
periodo de crescimento, a cultura foi transferida para microtubos autoclavados
de 2 mL, centrifugados a 11764g por 5 minutos, descartando-se o
sobrenadante, e repetindo o procedimento até utilizar todo o meio de cultura
com o crescimento bacteriano. O pellet formado, ao final do processo de
centrifugacéo, foi submetido a extracdo de DNA gendmico total, realizado
através do Bacterial Genomic DNA Isolation Kit (Norgen) de acordo com
asespecificagdes do fabricante.

A analise da diversidade genética das linhagens foi realizada por meio

da técnica BOX-PCR, utilizando 0 primer BOXA1R (5°-
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CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3"). As reacdes de PCR (Polimerase Chain
Reaction) foram preparadas para um volume final de 25 uL contendo 0,5 a 10
ng de DNA molde;1mM de cada dNTP;3,5mM de MgCl,; 1x do tampédo da
enzima Taq Buffer, 1uM do primer BOX- A1R; 1x de DMSO (dimetilsufoxamida)
e 0,08U da enzima Taq DNA Polimerase (Fermentas). A reacdo de PCR foi
realizada em termociclador, com a seguinte condicdo de ciclo: 95°C por 2
minutos, seguido de 35 ciclos para desnaturacao a 94°C por 2 minutos, 92°C
por 30 segundos, anelamento a 50°C por 1 min, extensao de primer a 65°C por
1 min e seguida de extensao final a 65°C por 10 min. Apos a amplificacéo, toda
a reacdo de PCR foi avaliada por eletroforese em gel de agarose (1,5% p/v) em
tampéo 1x TAE (40 mM de Tris-acetato; 1 mM de EDTA) e corado com Blue
Green Loading Dye, (LGC Bio) e observado sobre luz ultravioleta e
fotodocumentado.

As bandas geradas pela amplificacdo foram transformadas em dados
binarios, e com estes foi construida uma planilha que foi analisada através do
software Past 1.90 (HAMMER et al.,, 2001), empregando-se o algoritmo
UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with Arithmetical Average) e aplicado
o Coeficiente de Jaccard para obter-se a matriz de similaridade entre as
linhagens analisadas.

4.2.6 Analise da Comunidade Bacteriana ndo-Cultivav el por DGGE

4.2.6.1 Extragdo do DNA total do solo e do material vegetal

O DNA total do solo rizosférico e das raizes, desinfetadas
superficialmente, foi extraido pelo PowerSoil DNA Isolation Kit (MO BIO), de

acordo com as especificagdes do fabricante.

4.2.6.2 PCR e anélise por DGGE

As reacOes de PCR para a analise de DGGE (Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis) foram realizadas para um volume final de 50uL, utilizando
cerca de 20 ng do DNA molde, 0,2 uM dos primers 338F-GC(5’-GC-grampo
ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3’) e R518 ('5 -ATTACCGCGGCTGCTGG- '3

)especificos para o gene 16S rRNA; 0,2 mM de cada dNTPs ; 5,0 uL de Taq
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buffer 10X; 1,5 mM de MgCl, e 2,5U da enzima Tag DNA polimerase
(Fermentas). E foi utilizado um controle negativo sem o DNA molde.

Em seguida, a reacdo foi levada ao termociclador, com a seguinte
condicdo de ciclo: desnaturacdo inicial a 95 por 1 minuto, seguido de 30
ciclos para desnaturacdo a 92C por 1 minuto, 55C por 1 minuto; 72C por 1
minuto, seguido de uma extensao final a 729or 10 minutos. Em seguida 5uL
da reacédo foram avaliados por eletroforese em gel de agarose (1,2% p/v) em
tampéo 1x TAE e corado com SyberGold (Invitrogen) e fotodocumentado.

A andlise por DGGE foi realizada no sistema D’Code Universal Mutation
Detection System (Bio Rad). Os produtos de PCR foram colocados em gel de
poliacrilamida (6% acrilamida) vertical, com gradiente desnaturante de
uréia/formamida (45% a 65%) corrido a 200V em 60T por trés horas. Apés a
corrida, o gel foi corado com SyberGold 1:10 000 (Invitrogen), de acordo com
as especificagbes do fabricante, observado sobre Iluz ultravioleta e
fotodocumentado.

As bandas geradas pela amplificacdo foram transformadas em dados
binarios, e com estes foi construida uma planilha que foi analisada através do
software Past 1.90 (HAMMER et al.,, 2001), empregando-se o algoritmo
UPGMA e aplicado ao Coeficiente de Jaccard para obter o indice de

similaridade entre as amostras.

4.3 RESULTADOS
4.3.4 Comunidade Bacteriana Cultivavel Associada a Cana Soca

O isolamento de bactérias cultivaveis, tanto endofiticas de raiz quanto da
rizosfera, resultou em alta diversidade morfologica de colénias em meio de
cultura TSA (Figura 4.1). Quanto a densidade populacional bacteriana
observada, verificou-se que a rizosfera apresentou maior densidade, 10’
UFC.g* SF, diferindo estatisticamente da densidade observada para as
bactérias endofiticas de raiz, que variou entre 10° e 10° UFC.g™* TVF (Figura
4.2). Considerando-se a densidade populacional bacteriana em relagdo as
variedades em funcao de cada nicho de colonizacdo bacteriana (Figura 4.3), foi
observado que ndo houve diferenca entre as variedades dentro de cada nicho,

s6 entre os nichos, confirmando o exposto anteriormente.
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Figura 4.1. Placas de Petri do isolamento de bactérias associadas as raizes e
rizosfera de plantas de cana soca, em meio de cultura TSA sdélido.
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Figura 4.2. Densidade populacional bacteriana em relacdo ao nicho de
colonizacdo bacteriana (rizosfera e endofiticas de raiz) de plantas de cana
soca. Médias de trés repeticdes. Médias com a mesma letra ndo diferem
significativamente entre si de acordo com o teste de Scott-Knott (p<0.05).
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Figura 4.3. Densidade populacional bacteriana em relacéo as variedades de
cana soca (RB92579; RB867515; RB863129) em cada nicho de colonizacéo
bacteriana (rizosfera e endofiticas de raiz). Médias de trés repeticbes. Médias
com a mesma letra ndo diferem significativamente entre si de acordo com o
teste de Scott-Knott (p<0,05).
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4.3.5 Bactérias Produtoras de Acido Indol Acético 4.3.2.1 Via

dependente de triptofano

Foram avaliadas 52 bactérias isoladas das variedades RB92579, RB
867515 e RB3129 de cana-de-acucar, aos 3 meses de cultivo da fase soca,
dos nichos endofitica de raiz e da rizosfera. Destas, foram avaliados a
distribuicdo das linhagens produtoras de AIA quanto ao nicho de colonizag&o
bacteriana e a variedade de cana-de-acgucar.

Foi observado que 100% das linhagens avaliadas apresentaram
capacidade de produzir AIA em meio com acréscimo de triptofano. Quando foi
analisada a distribuicdo das linhagens em relacdo ao nicho de colonizag&o
bacteriana (Figura 4.4), foi observado que a maior frequéncia de bactérias
produtoras de AlA apresentou-se na rizosfera, que englobou cerca de 60% das
linhagens, e esta diferenca foi confirmada através da aplicagédo do teste x2.

A distribuicdo das linhagens produtoras de AIA em relagdo as
variedades de cana revela que a variedade RB92579 deteve cerca de 39% das
linhagens, seguida da variedade RB863129, com 35% das linhagens
produtoras de AIA (Figura 4.5). No entanto, o teste de x? mostrou ndo haver
diferenca entre as variedades.
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Figura 4.4. Distribuicdo das linhagens bacterianas produtoras de AlA,via
dependente de triptofano, em relacdo ao nicho do qual foram isoladas. ER:
endofitica de raiz e RIZ: rizosfera. A analise pelo teste do x2 mostrou que houve

influéncia dos nichos (p<0,05).
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Figura 4.5. Distribuicdo das linhagens bacterianas produtoras de AlA, evia
dependente de triptofano, em relacdo a trés variedades de cana soca
(RB92579; RB867515; RB863129)das quais foram isoladas. A analise pelo
teste do x2 mostrou quenéo houve influéncia das variedades (p<0,05).

Além da frequéncia das bactérias produtoras de AIA, também foi
avaliada a quantificacdo da producdo desta auxina. Os dados resultantes da
quantificacdo foram inicialmente submetidos ao teste de Scott-Knott, levando
em consideracdo apenas as suas respectivas produgdes. O teste agrupou as
producdes em 10 grupos distintos (Figura 4.6), onde o grupo A3 apresentou a
maior frequéncia, comportando cerca de 31% das linhagens, e apresentaram
intervalo de producdo entrel2 e 18 pg.mL?, seguido do grupo A2 com 21% ,
onde as linhagens pertencentes a este grupo produziram entre 6 e 10 pg.mL™,
e do grupo A7 com 13,5% das linhagens, com producao entre 20 e 27 pg.mL™.
Contudo, o grupo A8 apresentou apenas 1,92% das linhagens produtoras de
AlA (Figura 4.6).
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Figura 4.6. Distribuicdo das linhagens bacterianas segundo o0s niveis de
producdo de AIA, via dependente de triptofano, agrupadas de acordo com o
Teste de Scott-Knott (p<0,05) em pg.mL™..

Considerando a producéo de AIA por bactérias isoladas da rizosfera, foi
observado que as linhagens UAGC942, UAGC967 e UAGC938 obtiveram
destaque na producéo, com concentracdes de 107,99 ug.mL™?, 103,97 pg.mL™,
e 71,71 pg.mL?, respectivamente (Figura 4.7). E interessante ressaltar que em
relacdo a variedade de cana, houve mais linhagens que apresentaram maior
producdo de AIA isoladas da variedade RB92579 do que nas demais
variedades (Figura 4.7).

A producdo de AIA pelas bactérias endofiticas foi bem menor (Figura
4.8), em relacdo as da rizosfera, destacando-se apenas a linhagem UAGC979,
com producdo que ndo ultrapassou os 80 pg.mL*, seguido da linhagem
UAGC984, com cerca de 60 pg.mL™.Com relacédo as variedades, notamos que
a producéao das linhagens foi um pouco mais uniforme que as demais.

O nicho de colonizacdo bacteriana e o genoétipo da planta hospedeira
influenciaram a distribuicdo de bactérias produtoras de AlA, além de ter sido
observado interagdo entre nicho e gendtipo. Contudo, de acordo com a anélise
de variancia, os efeitos principais ndo foram significativos, mas a interagéo
entre nicho e gendtipo foi significante, e quando submetido ao teste de Scott-
Knott, verificou-se que a variedade RB92579 se destacou na produgédo, com

médias em torno dos 40 pg.mL™ (Figura 4.9).
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Figura 4.7. Producdo de AIA, via dependente de triptofano, por bactérias
isoladas da rizosfera de trés variedades de cana-de-agucar (RB92579;
RB867515; RB863129), cultivadas na EECAC aos trés meses de rebrota na
fase soca. Média de trés repeticdes. Letras seguidas de numeros iguais nao
diferem entre si, de acordo com o Teste de Scott-Knott (p<0,05).
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Figura 4.8. Producdo de AIA, via dependente de triptofano, por bactérias
endofiticas isoladas de raizes de trés variedades de cana-de-agucar (RB92579;
RB867515; RB863129), cultivadas na EECAC aos trés meses de rebrota na
fase soca. Média de trés repeticdes. Letras seguidas de numeros iguais nao

diferem entre si, de acordo com o Teste de Scott-Knott (p<0,05).
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Figura 4.9 . Influéncia do nicho de colonizagdo bacteriana (ER: endofitica de
raiz; Riz: rizosfera) em funcdo das variedades de cana-de-aclucar (RB92579;
RB867515; RB863129), sobre a producédo de AIA, em meio de cultura com o
acréscimo de L-triptofano. Letras iguais ndo diferem entre si, de acordo com o
Teste de Scott-Knott (p<0,05).

4.3.2.2 Via independente de triptofano

Dentre as linhagens produtoras de AIA, com capacidade de utilizar o
triptofano como precursor, 15 bactérias foram selecionadas para a avaliacdo da
capacidade de produzir AIA por via metabdlica alternativa, ou seja,
independente de triptofano. Destas, 46,7% apresentaram a capacidade de
produzir AIA em meio de cultura sem o acréscimo de L- triptofano.

De acordo com a figura 4.10, a distribuicdo as linhagens produtoras de
AIA, em meio de cultura sem a adicdo de L-triptofano, apresentou-se
semelhante a frequéncia das linhagens com a adi¢cdo do aminoacido, onde, das
linhagens produtoras, 33% foram oriundas da rizosfera, tendo a diferenca
comprovada através do teste de x2

Quanto a distribuicdo das linhagens produtoras em relacdo as
variedades de cana, como nas linhagens que produziram AIA pela via
dependente de triptofano, a RB92579 também deteve a maior frequéncia, com
cerca de 27 % das linhagens, e a diferenca entre estas foi comprovada através
da aplicacdo do teste de x? (Figura 4.11).
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Figura 4.10. Distribuicdo das linhagens bacterianas produtoras de AIA via
independente de triptofano, em relagcdo ao nicho qual foram isoladas. ER:
endofitica de raiz e RIZ: rizoplano A analise pelo teste do x2 mostrou que houve
influéncia do nicho (p<0,05).
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Figura 4.11. Distribuicdo das linhagens bacterianas produtoras de AIA via
independente de triptofano, em relacdo as variedades (RB92579; RB867515;
RB863129) de cana que foram isoladas. A analise pelo teste do x2 mostrou que

houve influéncia das variedades (p<0,05).
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Quanto a quantificagdo da producdo de AIA sem a adicdo de L-
triptofano, os dados da mesma também foram submetidos ao teste de Scott-
Knott, que agrupou as linhagens em dois grupos (Figura 4.12), onde o grupo
A2 deteve aproximadamente 60% das linhagens, com producéo entre 14 e 20
pg.mL-L.

70

Frequenci relativa (%)

4.00-9.35 14.00 - 20.00

Figura 4.12. Distribuicdo das linhagens bacterianas segundo os niveis de
producdo de AlA, via independente de triptofano, agrupadas de acordo com o
Teste de Scott-Knott (p<0,05) em pg.mL™.

Em relacdo a producdo de AIA por bactéria, via independente de
triptofano, sobressairam-se as linhagens UAGC940, com producdo média de
19,82 pg.mL%, seguida da linhagem UAGC938, com média de 17,80 pg.mL™,
ambas isoladas da rizosfera da variedade RB92579 (Figura 4.13).

Quanto a influéncia das variaveis na producao de AIA, apenas o nicho
de colonizacdo bacteriana se mostrou significativo, ao nivel de 5% de
probabilidade de acordo com o teste de Scott-Knott (Figura 4.14). Tanto a
variedade, quanto a interagdo entre nicho e variedade nao foram significativas

de acordo com a analise de variancia.
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Figura 4.13. Producdo de AIA (pug.mL™), via independente de triptofano, por
bactérias endofiticas de raizes e da rizosfera de variedades de cana-de-acgucar
(RB92579, RB867515, RB863129), cultivadas na EECAC, aos trés meses de
rebrota na fase soca. ER: Endofitica de raiz. Média de trés repeticfes. Letras
seguidas de nameros iguais ndo diferem entre si, de acordo com o Teste de
Scott-Knott (p<0,05).
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Figura 4.14 . Influéncia do nicho de colonizacao bacteriana (ER: endofitica de
raiz; Riz: rizosfera) sobre a producdo de AlA, via independente de triptofano.
Letras iguais ndo diferem entre si, de acordo com o Teste de Scott-Knott
(p<0,05).
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4.3.6 Analise da Variabilidade Genética Bacteriana  por BOX-PCR

A analise da variabilidade genética, pela técnica de BOX-PCR, foi
realizada em 13 linhagens endofiticas de raiz e 12 da rizosfera, expressando
niveis de producao de AlA diferentes. A técnica utilizada permitiu a visualizacao
de perfis de banda, variando entre 250 e 8000 pb, que foram gerados pela
amplificac@o de regides repetitivas do genoma bacteriano, através da utilizagéo
do primer BOX Al1R.

A analise foi realizada através da construcdo de um dendrograma
(Figura 4.15) de similaridade, construido através de uma matriz de presenca-
auséncia, de acordo com os perfis de banda das linhagens. O dendrograma
indicou alta variabilidade genética entre as linhagens, apenas as linhagens
UAGC950 e UAGC977 apresentaram alta similaridade, proximo a 70%. O
restante das linhagens apresentou similaridade abaixo de 55%, de acordo com
o0 indice de Jaccard.

As linhagens UAGC950 e UAGC977 foram isoladas de variedades
diferentes e de nichos diferentes, a primeira é oriunda da rizosfera da
variedade RB867515, produzindo 23 pg.mL-1, enquanto que a segunda é
endofitica de raiz originada da variedade RB92579 e produziu 18 pg.mL-t
(Figura 4.15).
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Figura 4.15. Dendrograma de similaridade mostrando o agrupamento das
linhagens bacterianas produtoras de AlA associadas a plantas de cana soca,
com base nas sequéncias obtidas pelo primer BOX Al1R, através do coeficiente
de Jaccard e pelo método UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with
Average) com bootstrap de 1.000 vezes. Os numeros nos ndés em questao
indicam a porcentagem de vezes que 0 grupo permaneceu no consenso. ER:
endofitica de raiz; RZ: rizosfera; V1: RB92579; V2: RB867515 e V3: RB863129.

4.4 Analise da Comunidade Bacteriana Nao Cultivavel por DGGE

Diferente dos resultados obtidos pela técnica de BOX-PCR, a analise da
diversidade genética por DGGE, através do gene 16S rRNA, onde os primers
amplificaram a regido 338 - 518 do 16S rDNA, visualmente, observou-se
grande homogeneidade nos perfis entre as variedades dentro de cada nicho,
mas apresentaram pequenas diferencas entre os nichos abordados (Figura
4.16).
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Apesar disso, dentro das variedades no nicho endofitica de raiz houve
um agrupamento entre as amostras, mostrando que houve pequenas
diferencas entre as variedades, mas, no entanto, a similaridade continuou
acima de 80%, mostrando que s&o altamente similares (Figura 4.17).

A similaridade encontrada dentro de cada nicho pode representar grupos
bacterianos dominantes, ja que foi amplificado o DNA total bacteriano dos
nichos estudados, ou entdo, sdo grupos bacterianos que apresentam funcdes

especificas dentro de cada nicho.

(a) Endofiticade raiz (b)  Rizosfera

RB867515 RB863129

RB92579 RB867515 RB863129 RB92579
| |

Figura 4.16. Perfis de DGGE obtidos apds amplificacdo com primers universais
para o gene 16S rRNA. ER: endofitica de raiz e RZ: rizosfera, de trés
variedades (RB92579, RB867515, RB863129) de cana-de-acucar. Cada
variedade apresenta trés repeticoes.
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Figura 4.17. Dendrograma de similaridade mostrando o agrupamento das

linhagens com baseados nas sequéncias obtidas por primers especificos para

0 gene 16S rDNA, através do coeficiente de Jaccard e pelo método UPGMA

(Unweighted Pair-Group Method withAverage) com bootstrap de 1.000 vezes.

Os numeros nos nés em questao indicam a porcentagem de vezes que 0 grupo

permaneceu no consenso. ER: endofitica de raiz; RZ: rizosfera; V1. RB92579;

V2: RB867515 e V3: RB863129.
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4.4 DISCUSSAO

A interacdo bactéria/planta é influenciada por diversos fatores (biéticos e
abioticos) (COMPANT et al., 2010; BERG& SMALLA, 2009; ROSENBLUETH &
MARTINEZ-ROMERO, 2006; HALLMANN et al., 1997) e o seu conhecimento
ird auxiliar a utilizagdo dessas bactérias para o beneficio da producao agricola.
A densidade populacional de bactérias endofiticas de raizes e da rizosfera de
variedades de cana-de-acucar, da primeira rebrota, cultivadas em Pernambuco,
foi estudada. Foi semelhante aos do trabalho de Mendes et al. (2007), onde a
rizosfera apresentou varias ordens de magnitude maior que a densidade das
endofiticas de raiz. Nao houve diferenca entre as variedades, resultado
semelhante ao observado por Kuklinsky-Sobral et al. (2004), em duas
variedades de soja. Resultado contrario ao observado por Dias et al. (2009),
trabalhando com trés diferentes variedades de morango.

Tanto a densidade populacional bacteriana quanto seu papel funcional
podem ser afetados por varios fatores, como a espécie vegetal, o tipo de solo,
0 gendtipo da planta, o clima, estacdo do ano ou fase em que se encontra a
planta (LEELAHAWONGE & PONGSILP, 2009; SPAEPEN et al., 2007,
KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2004). Foi observado que os nichos de
colonizacéo bacteriana exibiram forte influéncia sobre a média de producéo de
AlA das bactérias e por cada linhagem, além de que afetou a densidade
populacional.

De acordo com os resultados descritos, foi observado que a comunidade
bacteriana associada as raizes de cana-de-acucar € diferenciada em relacédo a
producdo de substancias promotoras de crescimento, como o acido indol
acético, que é um fitormbnio pertencente ao grupo das auxinas, e, segundo
Patten & Glick (1996), 80% das bactérias existentes no solo possuem a
capacidade de produzi-lo. Esta intensa associacdo das raizes de cana-de-
acucar com a comunidade bacteriana pode estar relacionada com os
compostos exsudados pelo sistema radicular, ricos em acgulcares,
polissacarideos, compostos fendlicos e alifaticos que atraem estes micro-
organismos (COMPANT et al., 2010; BADRI et al., 2009; LUGTENBERG &
KAMILOVA, 2009).

A auxina é responséavel pela diferenciacdo das células, alongamento

celular, diferenciacdo das raizes e promog¢do do desenvolvimento radicular
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(TSAVKELOVA et al.,2006). No entanto, Spaepen et al. (2007) afirmam que a
producdo e utilizacdo do AIA bacteriano pelo vegetal pode variar da
fitoestimulacdo até a patogenicidade. Contudo, isto depende da espécie
bacteriana que esta colonizando o hospedeiro, podendo ser patogénica ou néo
e, também, de acordo com a via metabolica. Geralmente, nas bactérias
benéficas a via metabdlica utilizada € a via do acido indol pirdvico e nas
patogénicas, a via indol acetamida, onde ambas as vias sdo dependentes do
aminoacido triptofano. Além destas, existe uma via independente deste
aminoacido, cuja capacidade de sintese ndo € tdo comum entre 0S micro-
organismos (SPAEPEN et al., 2007; TSAVKELOVA et al., 2006;LAMBRECHT
et al.,, 2000; PATTEN & CLICK, 1996). Os resultados do presente trabalho
corroboram com o afirmado acima, pois nem todas as linhagens testadas, seja
endofiticas ou da rizosfera, mesmo apresentando a capacidade de produzir AIA
na presenca de triptofano, ndo demonstraram a mesma habilidade sem a
presenca do aminoécido.

A frequéncia observada de bactérias associadas a plantas de cana-de-
acucar capazes de produzir AIA via dependente de triptofano foi alta (100%)
quando comparada ao trabalho de Mendes et al. (2007), que também
avaliaram bactérias isoladas de cana-de-aclcar, no qual das 59 linhagens
endofiticas de raiz e da rizosfera, apenas 28 apresentaram habilidade de
produzir AIA. Outros trabalhos avaliando diferentes hospedeiros também
encontraram frequéncias menores, como Taurian et al. (2011), que trabalharam
com 110 linhagens solubilizadoras de fosfato isoladas de amendoim, e apenas
9 apresentaram a aptiddo para produzir AIA com a adicdo do triptofano,
representando 8%, ou Becerra-Castro et al. (2011) que encontraram 45% das
isoladas de citros como positivas para a producéo de AlA.

Quanto a variabilidade genética bacteriana avaliada através da utilizagcédo
da técnica de BOX-PCR, foi observada alta variabilidade entre as linhagens
associadas a cana soca, sendo assim, pode-se especular que ndo ha o
tendenciamento, ou preferéncia da interagdo para determinados gendtipos
bacterianos e nichos de colonizagéo, pois tanto linhagens endofiticas de raiz,
quanto da rizosfera, ficaram agrupadas de forma muito heterogénea.

Esta técnica tem sido muito utilizada para o estudo da variabilidade
genética de bactérias associadas ao solo e as plantas, pois apresenta alto

poder discriminatorio, como por exemplo, Naik et al. (2008) que avaliaram
101



bactérias do género Pseudomonas, isoladas de solo rizosférico de arroz e
banana, e com a aplicacdo da técnica de BOX-PCR conseguiu separar as
linhagens em trés clusters distintos, com cerca de 80% de similaridade e 26
perfis de BOX-PCR distintos entre si. Assim como Li et al. (2008), que isolaram
cerca de 98 linhagens de bactérias endofiticas de nddulos de soja, estas foram
agrupadas em 12 clusters apresentando acima de 80% de similaridade, com 21
perfis de BOX. Enquanto que Torres et al. (2008), estudando 20 isolados de
nodulos de diferentes variedades de feijdo, foram agrupados em 4 clusters
diferentes, apresentando, no maximo, 40% de similaridade, manifestando
também alto grau de variabilidade entre as linhagens avaliadas.

Segundo Van Elsas & Boersma (2011), apenas 1% da comunidade
bacteriana que habita o solo pode ser acessada através de técnicas
dependentes de cultivo. A técnica de PCR-DGGE, dependendo do grupo de
primers utilizados, permite acessar a funcdo ou composicdo de espécies da
comunidade microbiana presente no solo diretamente da amostra ambiental,
sem a necessidade do cultivo microbiano. No presente trabalho, foram
utilizados primers ditos universais que apresentam a capacidade de amplificar
0 gene 16S rRNA de qualquer procarioto, logo o niumero de bandas geradas no
perfil de cada amostra corresponde a quantidade de géneros ou espécies
predominantes nesta comunidade (HIRSCH et al., 2010; MUYZER & SMALLA ,
1998).

A analise da comunidade microbiana pela técnica de DGGE permite
conhecer o DNA de géneros bacterianos que nao seriam encontrados se
fossem utilizadas técnicas cultivaveis para acessar esta comunidade. Os
primers utilizados neste ensaio sdo conhecidos como primers universais, que
amplificam partes do gene 16S rRNA, regido conservada do ribossomo, comum
a todas as bactérias.

O PCR-DGGE permitiu a analise da comunidade bacteriana associada
endofiticamente as raizes e a rizosfera de plantas de cana soca, cultivadas em
Pernambuco. Foi observada grande semelhanca na comunidade bacteriana
gue habita a rizosfera das variedades RB92579, RB867515 e RB863129, o que
permite a especulacdo de que ha alguns poucos grupos bacterianos
dominantes, impedindo a diferenciacdo entre as variedades. Resultado
semelhante ao encontrado na comunidade endofitica de raiz, pois a variacao

dos perfis de banda entre as variedades foi infima, o que também confirma a
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presenca de grupos bacterianos dominantes. Contudo,quando comparados os
nichos, percebe-se que houve diferenca entre o0s mesmos, revelando que os
grupos que dominam na rizosfera sédo diferentes dos que dominam no interior
das raizes. Resultados semelhantes foram observados por Dini-Andreote et al.
(2010), que também trabalhando com a comunidade bacteriana total do solo
associado a raizes de cana-de-acUcar, ndo encontraram diferenca entre os
perfis de banda gerados pelo PCR-DGGE. Berg & Smalla (2009) afirmam que
tanto o tipo de solo quanto a espécies cultivada podem ser o0s principais fatores
que poderiam influenciar nesta comunidade dominante.

Diante do exposto, foi possivel obter melhor compreensdo do
comportamento da comunidade bacteriana produtora de AIA associada a
raizes de cana-de-acucar, sendo possivel inferir o quao grande € a diversidade
destes micro-organismos, e o grande potencial biotecnolégico existente nesta

comunidade.
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4.5 CONCLUSOES

A densidade populacional bacteriana de plantas de cana soca foi maior
no solo rizosférico do que endofitica de raiz;

Plantas de cana soca apresentam alta frequéncia de bactérias com
capacidade de produzir AlA in vitro;

Bactérias associadas a plantas de cana soca apresentam a capacidade
de produzir AIA via dependente e independente da utilizacdo do
triptofano como precursor,

Bactérias produtoras de AIA associadas a plantas de cana expressam a
producdo em diferentes niveis de concentracdo, variando de 2.57 a
107.55 pg.mLY,

A técnica de BOX-PCR revelou alta variabilidade genética entre as
bactérias produtoras de AlA,

A andlise pela técnica de PCR-DGGE revelou a predominéancia de
grupos bacterianos dominantes no solo e no interior das raizes de cana

soca, cultivadas em Pernambuco.
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5 CAPITULO Il

FILOGENIA E CINETICA DA PRODUCAO DE
ACIDO INDOL ACETICO IN VITRO POR
BACTERIAS ASSOCIADAS A CANA-DE-ACUCAR
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de Pernambuco. Agosto de 2011. Capitulo 3 - Filogenia e cinética da produc¢éo
de acido indol acético in vitro por bactérias associadas a cana-de-agucar.
Orientadora: Profa. Dra. Julia Kuklinsky Sobral. Conselheiros: Prof. Dr.

Fernando José Freire e Prof. Dr. Fernando Dini Andreote.

RESUMO

As plantas, assim como o0s solos, sdo nichos extremamente
diversificados e habitados por diferentes micro-organismos, principalmente
pelas bactérias. Bactérias benéficas podem promover o crescimento vegetal
através da producdo de substancias promotoras de crescimento vegetal, como
0 acido indol acético (AlA). Contudo, a producéao deste depende da linhagem
bacteriana e da fase de crescimento em que esta se encontra, entre outros
fatores que influenciam a produgéo. Portanto, os objetivos deste trabalho foram
identificar e analisar filogeneticamente algumas linhagens de bactérias
produtoras de AIA associadas a plantas de cana-de-acUcar e avaliar a
producdo de AIA bacteriana em funcéo tempo de cultivo. Foram avaliadas seis
bactérias endofiticas de raiz de plantas de cana-de-agucar e produtoras de AlA.
Todas as linhagens pertenceram ao Filo Proteobacteria, sendo trés da Classe
Betaproteobacteria e as outras trés da Classe Gammaproteobacteria. As
bactérias pertencentes a Classe Betaproteobacteria, encontram-se na Ordem
Burkholderiales, familia Burkholderiaceae, género Burkholderia. E as
pertencentes a Classe Gammaprotebacteria, encontraram-se na Ordem
Enterobacteriales, familia Enterobacteriaceae, género Enterobacter. Tanto as
linhagens de Burkholderia quanto as de Enterobacter agruparam-se nas
respectivas arvores filogenéticas com membros das respectivas familias. Em
relacdo a producéo de AlA, via dependente de triptofano, em fungcéo do tempo
de cultivo, a linhagem UAGC70 (Enterobacter sp.) entrou na fase estacionaria
as 24 horas de cultivo, enquanto que a producdo de AIA foi maxima as 72
horas de cultivo (140pg.mL™Y). J& a producdo de AIA via independente de
triptofano também foi méxima as 72 horas de cultivo, com producdo maxima de
31ug.mL™. A linhagem UAGC78 (Burkholderia sp.) ndo apresentou producéo
de AIA via independente de triptofano. No entanto, a producdo por meio da

utilizacdo do triptofano como precursor foi maxima as 72 horas de cultivo
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(140ug.mL™?). Portanto, a producdo de AIA in vitro, via dependente e
independente de triptofano, varia de acordo com o tempo de cultivo das

linhagens endofiticas de raiz de cana-de-acucar avaliadas.

Palavras-chave: auxina, Burkholderia sp., endofiticos, Enterobacter sp.,
Saccharum spp., triptofano
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ABSTRACT

Plants, as well as soils are extremely diverse and niches inhabited by
different micro-organisms, mainly by bacteria. Beneficial bacteria can promote
plant growth by producing plant growth-promoting substances like indole acetic
acid (IAA). Nevertheless, this production depends on the bacterial strain and
growth phase, among other factors that influence the production. Therefore, this
study aimed in identify some strains and phylogenetic analysis of bacteria
associated with producing IAA plants sugarcane production and evaluate the
IAA according bacterial cultivation time. We evaluated six endophytic root
sugarcane plants and production of IAA. All strains belong to the phylum
Proteobacteria, three of them pertaining to Betaproteobacteria class and the
other three of them pertaining Gammaproteobacteria class. Bacteria belonging
to the Betaproteobacteria class, are in the Burkholderiales order,
Burkholderiaceae family, Burkholderia genus. The strains grouped in
Gammaprotebacteria class were found in the Enterobacteriales order,
Enterobacteriaceae family, Enterobacter genus. Both strains of the
Enterobacter and Burkholderia were grouped in the respective phylogenetic
trees with members of their families. For the production of IAA, tryptophan
dependent pathway, depending on the cultivation time, the UAGC70 strain
(Enterobacter sp.) stayed in the stationary phase 24 hours of cultivation, while
the production of IAA was higher at 72 hours of culture (140pg.mL-1). The
production of IAA through tryptophan pathway was also independent of the
maximum 72 hours of cultivation, with maximum production of 31 pyg.mL-1. The
UAGC78 strain (Burkholderia sp.) did not produce IAA through tryptophan-
independent. However, the production through the use of tryptophan as a
precursor was higher 72 h of cultivation (140ug.mL-1). Therefore, the
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production of IAA in vitro, dependent and independent pathway of tryptophan,

varies with time of cultivation of root endophytic strains of sugar cane evaluated.

Key words: auxin, Burkholderia sp., endophytic, Enterobacter sp., Saccharum
spp., tryptophan.
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5.1 INTRODUCAO

As plantas, assim como o0s solos, sdo nichos extremamente
diversificados, que podem promover o desenvolvimento e colonizacdo por
micro-organismos, principalmente bactérias, tanto no interior quanto na
superficie externa dos tecidos vegetais, principalmente nas regides que estdo
sob a influéncia direta das raizes, que sédo considerados grandes reservatorios
microbianos (TREVORS, 2010; ROSENBLUETH & MARTINEZ-ROMERO,
2006).

Bactérias benéficas associadas as plantas podem promover o
crescimento vegetal através da producdo de substancias promotoras de
crescimento, como o acido indol acético (AlA), pertencente ao grupo das
auxinas, que é responsavel por diversos processos durante o ciclo de vida do
vegetal, como diferenciacdo e alongamento celular, promogédo do
desenvolvimento do sistema radicular, assim como dos pelos radiculares, que
sdo responsaveis pela absorcdo de agua e nutrientes (TSAVKELOVA et al.,
2006). A producao de AIA bacteriana in vitro pode ser afetada por diversos
fatores, como por exemplo, o tempo de crescimento da cultura bacteriana no
meio de cultura, onde a maxima producdo de AIA geralmente ocorre na fase
estacionaria do crescimento bacteriano (LEELAHAWONGE et al., 2009; TIEN
et al.,1979).

O estudo das comunidades bacterianas associadas as plantas é
importante para entendermos o funcionamento deste complexo sistema,
possibilitando conhecer a diversidade de géneros que influenciam o
desenvolvimento vegetal e suas funcdes dentro de cada nicho (VAN ELSAS
&BOERSMA, 2011). Ha grande diversidade de géneros bacterianos que ja
foram identificados em associagcdo com plantas de cana-de-agucar. Magnani
(2010) encontrou géneros como Citrobacter, Curtobacterium, Enterobacter,
Klebsiela, Pantoea, e Staphylococcus, mas predominantemente varias
espécies de Pseudomonas, vivendo endofiticamente, tanto na folha quanto no
colmo da cana-de-agucar. J& Velazquez et al. (2008) encontraram espécies
dos diferentes filos, como 0s géneros Acinetobacter,
Comamonas,Gluconacetobacter,Pantoea, Rhizobium e Xanthomonas.
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Os objetivos deste trabalho foram: i) identificar e analisar
filogeneticamente algumas linhagens de bactérias produtoras de AIA
associadas a plantas de cana-de-acucar; ii) avaliar a producdo de AIA

bacteriana em fungcéo do tempo de cultivo.

5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Linhagens bacterianas

Foram avaliadas seis linhagens bacterianas, produtoras de AlA (Tabela
5.1). As linhagens estavam estocadas a -20C e para utiliza-las foi necessério
cultivd-las em placas de Petri contendo meio solido TSA 10% (Trypcase Soy
Agar) para a obtencdo das colOnias isoladas, que foram utilizadas para a
inoculacdo em meio liquido.

Tabela 5.1. Linhagens bacterianas produtoras de AlA, isoladas de plantas de
cana-de-agucar, cultivadas na Estacdo Experimental de Cana-de-acUcar de
Carpina (EECAC).

Nicho Variedade da planta hospedeira Linhagem
ER* RB863129 UAGC70
ER RB863129 UAGC76
ER RB863129 UAGC78
RIZ* RB867515 UAGC103
RIZ RB867515 UAGC114
RIZ RB863129 UAGC140

*ER: endofitica de raiz; RIZ:rizoplano.

5.2.2 lIdentificacdo e analise filogenética bacteria  na

Para a identificacdo de isolados bacterianos produtores de AlA,
amostras do cultivo bacteriano, em meio soélido, foram enviados ao
Laboratériodo Dr. Fernando Andreote (ESALQ/USP) para sequenciamento
parcial do 16S rRNA com o primer 1378R. As sequéncias foram analisadas
pelo BLASTn contra a base de dados do NCBI (National Center for
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Biotechnology Information website[http://www.ncbi.nim.nih.gov]) e as arvores

filogenéticas pelo programa MEGA verséo 5.0 (KUMAR et al., 2008).

5.2.3 Producdo de AIA em relacdo ao tempo de cultiv o

bacteriano

As linhagens UAGC78 e a UAGC70 foram selecionadas para a
avaliacdo da producdo de AIA in vitro em funcdo do tempo de -cultivo
bacteriano, sendo analisadas por meio da curva de crescimento e curva de
producdo de AIA. Para a producado do indculo bacteriano, as linhagens foram
inoculadas, a partir de col6nias isoladas, em meio liquido TSA 10% e
incubadas a 28T sob agitagao constante (125 rpm), na auséncia da luz, por 24
horas. Deste indculo, retirou-se aliqguotas de 10uL que foram transferidas para
5 mL do mesmo meio, com e sem 0 acréscimo de L-triptofano
(5mM),incubadas a 28T sob agitacdo constante (125 rpm), na auséncia da
luz,por até 144h.

Para a avaliacdo do crescimento bacteriano, a densidade 6tica (D.O.) foi
avaliada em espectrofotometro com comprimento de onde de 600nm, apos O;
24; 48; 72; e 144 horas, com 3 repeti¢cdes para cada tempo.

Para a quantificagcdo do &cido indol acético, via dependente e
independente de triptofano, as amostras foram submetidas a reacdo
colorimétrica. Dois mililitros da cultura foram centrifugados a 117649 por 5min,
destes, retirou-se uma aliquota de 1 mL do sobrenadante e homogeneizou-se
com 1 mL do reagente de Salkowski (2% de FeCI3 0,5M em 35% de &cido
perclorico), incubou-se no escuro a 28T durante 30 minutos. A reacdo foi
submetida a leitura da absorbéancia em espectrofotbmetro, com comprimento
de onda de 530nm (BRIC et al., 1991). A concentracao de AIA foi estimada por
meio de uma curva padrdo previamente estimada, utilizando valores
conhecidos de AIA sintético (Vetec) 0; 50; 100; 150; 200; 250; 300 e 350 ug
mL™?, em meio de cultura esterilizado ndo inoculado (BARBOSA, 2010;
ARAUJO & GUERREIRO 2010; BALDOTTO et al., 2010), ap0s 0; 24; 48; 72; e

144 horas, com 3 repeticdes para cada tempo.
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5.3 RESULTADOS

5.3.1 lIdentificacdo e analise filogenética bacteria  na

As bactérias foram identificadas com base no sequenciamento parcial do
gene 16S rRNA (aproximadamente 650pb). As sequencias foram analisadas
pelos Blastn e as arvores filogenéticas foram geradas pelo programa MEGA
5.0. A andlise das sequencias revelou que as linhagens pertencem ao Filo
Proteobacteria. Das seis linhagens analisadas, trés pertencem a Classe
Betaproteobacteria e as outras trés pertencem a Classe Gammaproteobacteria.

As pertencentes a Classe Betaproteobacteria, encontram-se na Ordem
Burkholderiales, familia Burkholderiaceae, e a identificacdo permitiu diferenciar
os isolados até o nivel de género, que foi o género Burkholderia. Enquanto que
as linhagens pertencentes a Classe Gammaproteobacteria, encontraram-se na
Ordem Enterobacteriales, familia Enterobacteriaceae. Nestas bactérias, a
identificacdo também permitiu caracterizar os isolados até o nivel de género,
onde todas pertenceram ao género Enterobacter.

A arvore filogenética agrupou as linhagens UAGC70, UAGC103 e
UAGC140 (Figura 5.1), sendo observada alta similaridade entre estes. O
agrupamento foi feito dentro da familia Enterobacteriaceae.

As linhagens UAGC76, UAGC78 e UAGC140 (Figura 5. 2) também
foram agrupadas e consideradas altamente similares. Foram agrupadas dentro
da familia Burkholderiaceae, ligando-se a espécies de Burkholderia
encontradas no banco de dados do Blastn.

N&o houve diferenciacdo nos agrupamentos entre os géneros que foram
encontrados no interior das raizes da cana-de-agucar ou que habitam o

rizoplano das raizes da mesma.
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57 |- Enterobacter sp. HQ634931

91! pantoea sp. HM102478
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44 Klebsiella sp.HQ650226

83 I Enterobacter cloacae JF792058
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—
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Figura 5.1. Subdivisio Gammaproteobacteria, familia Enterobacteriaceae.
Arvore filogenética construida pelo programa MEGA 5.0 através das
sequencias do 16S rDNA das linhagens UAGC70, UAGC103 e UAGC140,
endofiticas de raiz e do rizoplano da cana-de-acucar. Os nimeros nos nés em
questdo indicam a porcentagem de vezes que O Qrupo permaneceu no
consenso (bootstrap de 1.000 vezes). A sequencia de Streptomyces
sp.JF799836 foi utilizada para enraizar a arvore filogenética, como grupo

externo.

Burk holderia sp. JF701973
46 Burkholderia pyrrocinia HQ222335
Burk holderia sp. HQ231941
50 | Burk holderia cenocepacia HQ706107
Burk holderia heleia AB495123
Burk holderia cenocepacia HQ848263
Burkholderia sp. HQ704712
Burkholderia sp. EF471220
46/ Burk holderia cepacia FN178432
[ UAGC78
99' UAGCT76
71 UAGC114

99
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‘ Ralstonia solanacearum EU024287

65| Ralstonia solanacearum HM775373

Burkholderia gladioli FI865579
Pelistega europaea Y11890

H
0.1

Figura 5.2. Subdivisdo Betaproteobacteria, familia Burkholderiaceae. Arvore
filogenética construida pelo programa MEGA 5.0 através das sequencias do
16S rDNA das linhagens UAGC76, UAGC78 e UAGC114, endofiticas de raiz e

do rizoplano da cana-de-agucar. Os nimeros nos ndés em questdo indicam a
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porcentagem de vezes que 0 grupo permaneceu no consenso (bootstrap de
1.000 vezes). A sequencia de Pelistega europaea Y11890 foi utilizada para

enraizar a arvore filogenética, como grupo externo.

5.3.2 Producdo de AIA em relacdo ao tempo de cultiv o
bacteriano

As bactérias UAGC70 e UAGC78, ambas endofiticas de raiz,
identificadas como Enterobacter sp. e Burkholderia sp., respectivamente, foram
selecionadas para a avaliagdo da producéo de AIA in vitro em funcédo do
tempo. A linhagem UAGC70 (Figura 5.3A) entrou na fase estacionaria apos 24
horas de incubacao e durante o ensaio, a D.O.s00nm NA0 ultrapassou o valor de
0,2 até as 72 horas de incubagédo, em ambos 0s meios de cultura, com e sem 0
acrescimo de triptofano, mas apos este periodo, a D.O.goonm € menor sem
triptofano. Considerando a producéo de AlA (Figura 5.3B), foi observado que a
produgédo comegou a aumentar no momento em que a linhagem entrou na fase
estacionaria e atingiu o pico de producéo de AlA, via dependente de triptofano,
as 72 horas de cultivo, com uma producéo de 138 pug.mL-1. No entanto, apds as
72 horas, a D.O.s0o0nm COMegou a aumentar enquanto que a producao de AlA
entrou em declinio.

Considerando a producdo de AIA, via independente de triptofano, da
bactéria UAGC70, a linhagem apresentou a capacidade de produzir AIA sem
adicdo de L-triptofano, no entanto, a producdo maxima apresentada nao
ultrapassou 31 pg.mL-1, medida das 72 horas de incubacao (Figura 5.3B).
Como nas leituras da producao via dependente de triptofano, apos 72 horas de
incubacéo, a producdo de AIA também declinou.
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Figura 5.3. Curvas de crescimento e de producao de AIA em fungédo do tempo
de cultivo da linhagem UAGC70. A: densidade otica (D.O.goonm) doO
crescimento, com e sem acréscimo de L-triptofano; B: producdo de AIA em

pMg.mL-1 com e sem acréscimo de L-triptofano. Médias de trés repeticoes.

A linhagem UAGC78 (Figura 5.4A) apresentou diferenca entre o
crescimento em meio de cultura com e sem a adi¢cdo de L-triptofano, ocorrendo
principalmente a partir das 48 horas de incubacédo, onde a D.O.goonm de ambos
foram 0,44 e 0,48, respectivamente. As 72 horas de incubac&o, este quadro
mudou, pois quando adicionado o triptofano, a linhagem continuou crescendo,
enquanto que sem a adicdo do aminoéacido, a linhagem entrou na fase
estacionaria do seu crescimento (Figura 5.4A).

Com relacdo a producdo de AIA da UAGC78 (Figura 5.4B), foi

observado que a linhagem nédo apresentou a capacidade de produzir AlA via
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independente de triptofano. Contudo, em relacdo a producdo de AIA via
dependente de triptofano, foi observado comportamento semelhante ao da
linhagem UAGC70, onde a producdo maxima foi atingida as 72 horas de
cultivo, apresentado aproximadamente 140ug.mL-! de AIA. A partir das 72
horas, a producao de AlA declinou.

| —m—cTrIP
—~@—STRIP

0.0
0 24 48 72 96 120 144
Tempo (h)
|-m—cTrIP
1607 o strip B

ng.mL

T T T T T T T T T

0 24 48 72 96 120 144

Tempo (h)

Figura 5.4. Curvas de crescimento e de producao de AIA em fungédo do tempo
de cultivo da linhagem UAGC78. A: densidade otica (D.O.goonm) dO
crescimento, com e sem acréscimo de L-triptofano; B: producdo de AIA em

pMg.mL-1 com e sem acréscimo de L-triptofano. Médias de trés repeticoes.
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5.4 DISCUSSAO

O estudo da diversidade da comunidade bacteriana que interage
diretamente com as plantas e das funcbes realizadas pelas bactérias é
importante para a compreensao do funcionamento de todo agroecossistema; e
irA permitir a utilizacdo de inoculantes bacterianos na produgdo agricola,
podendo reduzir a aplicacdo de produtos quimicos. Uma das funcdes da
comunidade bacteriana associadas as raizes de cana-de-acucar € a producéo
de substancias promotoras de crescimento. Dentre estas substancias,
encontra-se o acido indol acético, que produzido pelas bactérias é semelhante
ao produzido pelos vegetais. Este fitormonio, que pertencente ao grupo das
auxinas, pode promover o alongamento celular radicular, promover o
desenvolvimento dos pelos radiculares, além de aumentar resisténcia a fatores
de estresse, quando em baixos niveis, entre outras fungdes, que facilitam o
desenvolvimento do vegetal, e a busca por 4gua e nutrientes (NIMNOI &
PONGSILP, 2009; TSAVKELOVA et al.,2006; TAIZ & ZEIGER, 2004; PATTEN
& GLICK, 1996).

A comunidade bacteriana associada a cana-de-acucar pode ser afetada
por diferentes fatores que causam o desequilibrio deste sistema, entre estes, a
producdo de AIA. O presente trabalho revelou que a producao de AIA in vitro,
por bactérias associadas a plantas de cana, € influenciada pela de crescimento
bacteriano, nas linhagens estudadas. Neste caso, apesar das duas linhagens
terem se comportado de forma semelhante, a produgcdo da UAGC78
(Burkholderia sp.) foi mais brusca, apresentando pico de producao entre as 24
e 72 horas de cultivo quando comparada com a linhagem UAGC70
(Enterobacter sp.), que apresentou producdo mais sutil, no mesmo periodo de
tempo.

Leelahawonge & Pongsilp (2009) trabalharam com bactérias produtoras
de AIA, isoladas de variedades de soja, onde, semelhante aos resultados aqui
observados, também apresentaram producdo maxima de AIA as 72 horas de
cultivo, contudo, as producdes né&o ultrapassaram 45ug.mL™,enquanto as
associadas a cana-de-acucar produziram aproximadamente 140ug.mL™.

Considerando as espécies bacterianas e a producdo de AlA, Merzaeva
et al. (2010) observaram que bactérias, isoladas de centeio, apresentaram

dindmica de crescimento bacteriano variavel de acordo com a espécie, assim
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como a producdo de AIA. Eles avaliaram seis bactérias: Agrobacterium
radiobacter, Cellulomonas sp., Curtobacterium plantarum, C. plantarum II,
Flavobacterium sp. e Pseudomonas fluorescens, e a producédo de AlA variou de
acordo com as espécies e com o tempo de crescimento. Contudo, apenas as
duas linhagens deCurtobacterium plantarum apresentaram producao de AlA
em tempo semelhante ao das Burkholderia sp. e da Enterobacter sp. avaliadas
(UAGC 78 e UAGCT70, respectivamente), porém com producdo maxima de 80
Hg.mLt. Logo, a producdo de AlA in vitro é influenciada pelo tempo de cultivo
bacteriano, levando a especulacdo que 0 mesmo possa ocorrer durante a
interacdo bactéria/planta. Entéo, estas informacdes poderdo auxiliar o processo
de producao de inoculo bacteriano, visando sua aplicacdo no cultivo da cana e
com a expectativa de obter melhores resultados.

Weisburg et al. (1991) afirmam que a utilizacdo do gene 16S rRNA, que
se localiza na subunidade menor do ribossomo, sendo uma regiao bastante
conservada, permite diferenciar, tanto filogeneticamente quanto na escala
evolutiva, 0S micro-organismos procarioticos que apresentam um ancestral
comum. Neste aspecto, o presente trabalho avaliou o sequenciamento parcial
do 16S rDNA para identificacdo e analise filogenética de bactérias endofiticas
de raiz de plantas de cana-de-agucar, revelando que as mesmas pertencem as
Classes Betaproteobacteria e Gammaproteobacteria, familia Burkholderiaceae
e Enterobacteriaceae, e aos géneros Burkholderia e Enterobacter,
respectivamente.

O género Burkholderia também foi encontrado por Mendes et al. (2007)
entre bactérias endofiticas de raiz e da rizosfera de cana-de-acucar cultivadas
no estado de Sao Paulo, assim como Govindarajan et al. (2007) que identificou
bactérias endofiticas de raiz de cana-de-acUcar cultivadas em Tamilnadu, na
india. Em relacdo ao género Enterobacter, Mirza et al (2001) identificaram
bactérias associadas a raizes de cana-de-acgUcar cultivadas em Faisalabad,
Paquistdo, mas também foi encontrado nos caules da cultivar avaliada.
Magnani et al. (2010) também encontraram 0 mesmo género habitando o
interior das raizes de cana-de-agucar cultivadas no estado do Parana.

Entretanto, Velazquez et al. (2008), avaliando linhagens bacterianas
isoladas do caule de cana-de-acucar cultivadas em Havana, Cuba, nao
encontraram bactérias do género Burkholderia nem do género Enterobacter,

mostrando que a comunidade bacteriana pode variar de acordo com a regiao,
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espécie ou nicho da qual foi isolado, e que também pode variar dentro da
planta analisada (COMPANT et al; 2010; ROSENBLUETH & MARTINEZ-
ROMERO, 2006).

Diante do exposto, foi possivel confirmar que, tanto a espécie bacteriana
quanto o tempo de cultivo da mesma influenciam na expressdo de suas
funcbes, e que estas também podem variar dentro da mesma espécie, ou seja,
entre as linhagens. Estes resultados tornam-se importantes para avaliar o
comportamento destas linhagens em futuras inoculacbes, testando seu
potencial in vivo, ou seja, como se comportara a interacdo entre estas

linhagens e as plantas inoculadas.
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5.5 CONCLUSOES

» Bactérias endofiticas de raiz de cana-de-acucar, cultivadas em
Pernambuco, com capacidade de produzir AlA, foram identificadas como
pertencentes aos géneros Burkholderia e Enterobacter.

* A producéo de AlA in vitro, via dependente e independente de triptofano,
varia de acordo com o tempo de cultivo das linhagens UAGC70
(Entrobacter sp.) e UAGC78 (Burkholderia sp.), endofiticas de raiz de

cana-de-agucar,
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6. CONCLUSOES FINAIS

* Plantas de cana-de-agucar cultivadas em Pernambuco apresentam alta
frequéncia de bactérias com capacidade de produzir AlA in vitro;

» Bactérias associadas a raizes de cana-de-agclUcar apresentam a
capacidade de produzir AIA via dependente e independente de
triptofano;

» Bactérias produtoras de AIA, associadas a raizes de cana,
apresentaram niveis de producdo entre 1 e 190 pg.mL™ em meio de
cultura com o acréscimo de triptofano;

» Bactérias produtoras de AIA, associadas a raizes de cana,
apresentaram niveis de producdo entre 8 e 40 pg.mL? em meio de
cultura sem o acréscimo de triptofano;

» Bactérias produtoras de AIA, associadas a raizes de cana,
apresentaram alta variabilidade genética;

* O local e tempo de cultivo da planta hospedeira e o nicho de colonizacao
bacteriana influenciaram na distribuicdo das bactérias produtoras de
AlA,

* O local, tempo de cultivo e gendtipo da planta hospedeira e o nicho de
colonizagdo bacteriana influenciaram nos niveis de producdo de AlA por
bactérias associadas a cana-de-acucar;

* A densidade populacional bacteriana de plantas de cana soca foi maior
no solo rizosférico do que endofitica de raiz;

* A andlise pela técnica de PCR-DGGE revelou a predominancia de
grupos bacterianos dominantes no solo e no interior das raizes de cana
soca, cultivadas em Pernambuco.

» Bactérias endofiticas de raiz de cana-de-agucar, cultivadas em
Pernambuco, com capacidade de produzir AlA, foram identificadas como
pertencentes aos géneros Burkholderia e Enterobacter.

* A producéo de AlA in vitro, via dependente e independente de triptofano,

varia de acordo com o tempo de cultivo.
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