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LIMA, DANUBIA RAMOS MOREIRA DE. MSc. Universidade Federal Rural de
Pernambuco, Fevereiro de 2012. Bactérias fixadoras de nitrogénio associadas
a plantas de cana-de-acucar cultivadas em Pernambuco. Orientadora: Profa.

Dra. Julia Kuklinsky Sobral. Conselheiro: Prof. Dr. Fernando José Freire.

RESUMO

A cana-de-acucar (Saccharum spp.) é uma cultura amplamente
distribuida e atualmente dispersa em todos os continentes, tendo como
principal produtor mundial o Brasil. Diante da ampliacéo e continuo crescimento
agricola da cultura da cana-de-acucar no Brasil, 0 desenvolvimento produtivo
deve ocorrer em paralelo com técnicas agricolas que visem a viabilidade
econbmica e que minimizem a degradabilidade do meio ambiente, como por
exemplo, o uso de micro-organismos que promovam 0 crescimento vegetal.
Neste contexto, a fixacdo biologica de nitrogénio (FBN) desponta como uma
opcao de uso nos sistemas produtivos. Diante do exposto, os objetivos do
trabalho foi isolar bactérias diazotréficas, estimar a densidade populacional,
identicar as linagens bacterianas, avaliar a diversidade genética bacteriana
cultivavel e ndo cultivavel por meio das técnicas de BOX-PCR e DGGE dos
genes 16S rRNA e nifH, caracterizar funcionalmente os isolados bacterianos
para a producdo do &cido indol acético, solubilizacdo de fosfato inorganico,
producdo de quorum sensing, selecionar isolados promissores para a
promocao do crescimento vegetal e avaliar sua interagdo com plantas de cana-
de-acucar em casa de vegetacdo. Para tal, primeiramente, foram coletadas
amostras de duas variedades (RB 92579 e RB 867515) de cana-de-acucar da
Estacdo Experimental de Cana-de-Acgucar de Carpina, PE, da Universidade
Federal Rural de Pernambuco, destas foram isoladas bactérias potencialmente
fixadoras de N,. Apl6s o isolamento e selecdo das linhagens bacterianas
fixadoras de N, foi relizado a caracterizagdo funcional para producdo do acido
indol acético (AlA), indice de solubilizacdo de fosfato (IS), producdo da
molécula quorum sensing (QS) e avaliada variabilidade genética através da
técnica de BOX-PCR e PCR-DGGE para o gene 16S rRNA e nifH. As
bactérias foram identificados por andalise da sequéncia parcial do 16S rDNA.
Dez isolados bacterianos foram selecionados para a reinoculagdo em rebolos

de duas variedades de cana-de-acUcar, cultivadas em casa de vegetacédo. Nos
Xvi



resultados obtidos foi evidente a elevada e variavel funcionalidade para a FBN,
AlA, IS e producao de QS. Independente da técnica utilizada para o estudo da
variabilidade genética foi observado elevada diversidade genética para as
bactérias oriundas da rizosfera e de raizes de cana soca das variedades
RB92579 e RB867515 cultivadas em Pernambuco. Na reinoculacdo de
linhagens bacterianas em cana-de-acgucar foi evidenciado que algumas
bactérias beneficiam o desenvolvimento das plantas em relacdo as plantas

controle.

Palavras-chave: diversidade genética, bactérias diazotréficas, interacdo

bactéria-planta, promocé&o de crescimento vegetal.
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LIMA, DANUBIA RAMOS MOREIRA DE. MSc.at Universidade Federal Rural de
Pernambuco, Frebruary 2012. Nitrogen fixing bacteria associated with plants of
sugar cane cultivated in Pernambuco. Advise: Prof®. Dr. Julia Kuklinsky Sobral.

Co-Adviser: Prof. Dr. Fernando José Freire.

ABSTRACT

The sugar cane (Saccharum spp.) Culture is a widely distributed and is
currently scattered across all continents, with the main world producer
Brazil. Given the continued growth and expansion of the agricultural culture of
sugar cane in Brazil, productive development should occur in parallel with
agricultural techniques aimed at the economic viability and to minimize the
degradability of the environment, such as the use of microrganisms that
promote plant growth. In this context, biological nitrogen fixation (BNF) has
emerged as an option to use in production systems. Objectives of the study was
to diazotrophs isolate, estimate the density population, linagens Identify the
bacterial genetic diversity assess bacterial culturable and unculturable by the
techniques of BOX-PCR and DGGE of 16S rRNA and nifH genes, functionally
characterize the bacterial isolates for the production of indole acetic acid,
inorganic phosphate solubilization, production of quorum sensing, isolates
selecting to promote plant growth and evaluate their interaction with plants of
sugar cane in a greenhouse.To do this, first, samples were collected from two
varieties (RB92579 and RB867515) of sugar cane at the Estacédo Experimental
de cana-de-acucar de Carpina, PE, Universidade Federal Rural de
Pernambuco, these were isolated potentially fixing bacteria N,. After isolation
and selection of Ny-fixing bacterial strains was relization functional
characterization for the production of indole acetic acid (IAA), phosphate
solubilization index (Sl), production the quorum sensing (QS) and evaluated
genetic variability through technical of BOX-PCR and PCR-DGGE for 16S
rRNA. Ten bacterial isolates were selected for reinoculation wheels in two
varieties of sugar cane grown in the greenhouse. Results was evident in the
high and variable functionality for the BNF, AIA, IS and QS production.
Regardless of the technique used to study the genetic variability was observed
for the high genetic diversity of bacteria from the rhizosphere and roots of

ratoon cane varieties RB92579 and RB867515 cultivated in Pernambuco.
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Reinoculation of bacterial strains in sugar cane has been shown that some

bacteria benefit the development of plants in relation to control plants.

Keywords: genetic diversity, diazotrophic bacteria, interaction plant-bacteria,

vegetable growth promotion.
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1. INTRODUCAO GERAL

O Brasil é lider mundial na producdo de cana-de-agUcar e de seus
derivados, o qual possui uma area total de 8.368,4 mil hectares cultivada com
cana-de-acucar, com estimativa de 68.289 kg/ha para a produtividade de
2011/2012 (MAPA, 2009). Inferiu-se como Estados brasileiros de maior
produtividade para o setor sucroalcooleira os Estados de S&o Paulo com 52,2%
(4.370 mil hectares), seguido por Minas Gerais com 8,87% (742,65 mil
hectares), Goias com 8,1% (678,42 mil hectares), Parana com 7,3% (611,44
mil hectares) Mato Grosso do Sul com 5,70% (480,86 mil hectares), Alagoas
com 5,45% (463,65 mil hectares), e Pernambuco com 3,89% (326,11 mil
hectares) (CONAB, 2011).

Diante da ampliacdo e continuo crescimento agricola da cultura da cana-
de-acucar no Brasil, o desenvolvimento produtivo deve ocorrer em paralelo
com o uso de técnicas agricolas que visem a viabilidade econémica com
minimizacgéo da degradabilidade do meio ambiente. Neste contexto, a aplicagéo
de microrganismos no manejo de sistemas agricolas representa uma
alternativa viavel e de grandes perspectivas.

A interacdo entre bactérias e plantas ocorre em diferentes nichos, no
solo perto da superficie das raizes (comunidade rizosférica) ou no interior das
plantas (comunidade endofitica) (HARTMANN et al., 2008) nos distintos 6rgaos
(raiz, caule, folha, flores), podendo contribuir beneficamente com o crescimento
e desenvolvimento vegetal (ANDREOTE, 2009). E sabido que bactérias
endofiticas e rizosféricas caracterizadas como funcionais para a fixacdo
biolégica de nitrogénio (FBN), producdo do &cido indol acético (AIA),
solubilizacéo de fosfato sdo potencias promotoras do crescimento das plantas
(KINKEL et al., 2000; STURZ et al., 2000; PEDRAZA, 2008; TAULE et al.,
2011; FERRARA et al., 2011).

A FBN é um processo realizado por varias espécies bacterianas que
habitam o solo e que podem ser de vida livre ou viver associadas a rizosfera e
filosfera. Esses procariontes possuem um complexo enzimatico chamado de
nitrogenase, que é capaz de romper a tripla ligacdo do N, atmosférico e
provocar a sua reducéo até amonia (NHs") (HUNGRIA, 1997; FRANCHE et al,
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2009). O AIA é a principal auxina produzida, a mais abundante, de maior
relevancia fisiolégica, determinada geralmente por espectrometria de massa, €
produzida pelas plantas e micro-organismos por diferentes rotas, tais como,
via dependente e independente de triptofano (KERBAUY, 2004; TAiz &
ZEIGER, 2004).

Para a solubilizacdo de fosfato no solo, existem mecanismos de
transformacado mediados por Varios grupos de microrganismos que atuam na
extracdo ou solubilizacdo de P, de fracGes insollveis no solo e de fosfatos
inorganicos naturais poucos solluveis que por meio da producdo de enzimas,
compostos quelantes e complexantes pela microbiota que variando a
competéncia na solubilizacdo de acordo com as espécies microbianas e as
formas quimicas de fosfato (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006; NOVAIS et al.,
2007; EMBRAPA, 2008).

As bactérias promotoras de crescimento exercem diversas fungdes,
diferem a morfologia, fisiologia, genética e a filogenética, entre os diferentes
representantes que apresentam elevada diversidade genética (FAGAN et al.,
2007; FRANCHE et al.,, 2009). Para o estudo da diversidade genética
existentes nos diferentes habitats geralmente utiliza-se técnicas moleculares,
como BOX, RAPD, ARDRA e PCR-DGGE (Polimerase Chain Reaction —
Denaturing Grandient Gel Electrophoresis), que possibilitam a identificacdo de
grupos distintos de microrganismos, alem de permitir a realizacdo de
correlagbes entre ambiente estudado (CHENEBY et al., 2000; ANDREOTE et
al., 2008).

A técnica de BOX-PCR busca encontrar e amplificar regides repetidas
encontradas no genoma bacteriano, designadas de elementos Box (MARQUES
et al, 2008); e o PCR-DGGE é uma técnica independente de cultivo bacteriano
que possibilita avaliar a diversidade genética e funcional dos micro-organismos
presentes na interacdo solo-planta e também o0 acesso a variacdo da
comunidade bacteriana no meio ambiente quando influenciada por fatores
bidticos e abidticos na associacdo com planta/microrganismo em ambientes
naturais e agriculturais(SALES et al., 2002; LAVACA et al., 2006).

E sabido que as bactérias exercem inimeras funcbes e, estas, estdo
presentes nos diferentes habitats, fato este que pode ser ocasionado por causa

da enorme diversidade genética que falta ser elucidada e explorada
2



completamente (PROSSER et al.,, 2007). Diante do exposto, 0 presente
trabalho teve como objetivos: isolar bactérias diazotroficas, estimar a
densidade populacional, identicar as linagens bacterianas, avaliar a diversidade
genética bacteriana dependente e independente de cultivo por meio das
técnicas de BOX-PCR e DGGE dos genes 16S rRNA e nifH, caracterizar
funcionalmente os isolados bacterianos quanto ao potencial para a producao
do acido indol acético, solubilizacdo de fosfato inorganico, producédo de quorum
sensing, selecionar isolados promissores para a promocdo do crescimento
vegetal e avaliar sua interagdo com plantas de cana-de-aclcar em casa de

vegetacao.



2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. A cana-de-acucar

A cana-de-acucar (Saccharum spp.) € uma planta exética oriunda da
Asia Meridional, pertencente a familia Poaceae (Gramineae) (SANTOS et al.,
2008). Os primeiros exemplares da espécie Saccharum spp. foram introduzidas
no Brasil aproximadamente em 1515, vindas da Ilha da Madeira (Portugal) e,
desde entdo, fazem parte do contexto histérico brasileiro, sendo um dos
principais produtos agricolas do pais (MARQUES, 2009).

Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA,
2009), o Brasil é lider mundial na producdo de cana-de-acucar e de seus
derivados, o qual possui uma area total de 8.368,4 mil hectares cultivada com
cana-de-acucar com estimativa de 68.289 kg/ha para a produtividade de
2011/2012. Os principais produtos derivados da cana-de-acucar sdo o acucar e
o etanol (MARQUES, 2009), com previsdo para a safra de 2011/2012 de uma
producdo nacional de acucar de 36,9 milhdes de toneladas e para a producao
de alcool um equivalente de 22.857,6 bilhGes de litros de etanol, equivalente a
9.069,3 bilhdes de litros de etanol anidro e 13.788,3 bilhdes de litros de etanol
hidratado.

A cana-de-aglcar é uma cultura que se adaptada a diversos
ecossistemas, capaz de crescer em uma vasta faixa de habitats e altitudes, é
distribuida amplamente nos trépicos e em regibes temperadas, encontrando-se
atualmente dispersa em todos o0s continentes, e tendo como principais
produtores mundiais, o Brasil, seguido da india, China, Tailandia, Paquistio e
México (MARQUES, 2009).

Diante da ampliagdo e continuo crescimento agricola da cultura da cana-
de-acucar no Brasil (CONAB, 2011), o desenvolvimento produtivo deve ocorrer
em paralelo com o uso de técnicas agricolas que visem a viabilidade
econdbmica com minimizacdo da degradabilidade do meio ambiente. Neste
contexto, a busca por sistemas de manejo que propiciem a sustentabilidade da
cultura, com aumento de produtividade e diminuicAo de insumos esta

crescendo a cada dia. Entdo, a aplicagcdo de microrganismos no manejo de
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sistemas agricolas representa uma alternativa viavel e de grandes

perspectivas.

2.2. Importancia da interacdo bactéria-solo-planta

A interacdo entre bactérias e plantas ocorre em diferentes nichos, no
solo perto da superficie das raizes (comunidade rizosférica) ou no interior das
plantas (comunidade endofitica) (HARTMANN et al., 2008) nos distintos érgaos
(raiz,caule, folha, flores), podendo contribuir beneficamente com o crescimento
e desenvolvimento vegetal (ANDREOTE, 2009).

E sabido que bactérias endofiticas e rizosféricas podem apresentar
caracteristicas envolvidas com a promoc¢ao de crescimento vegetal, tais como a
fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN), biocontrole de doencas, competi¢cdo por
nutrientes no solo, producao de fitohormodnios, como o &cido indol acético (AlA)
e solubilizacdo de nutrientes, como o fosfato inorganico, entre outras (KINKEL
et al., 2000; STURZ et al., 2000; PEDRAZA, 2008; TAULE et al., 2011;
FERRARA et al., 2011).

2.2.1. Fixacdao biologica de nitrogénio

As plantas absorvem o nitrogénio (N) na forma de NH;" ou de NO3 ou
por meio da fixacdo biolégica do nitrogénio atmosférico. A fonte primaria de
nitrogénio para as plantas é o N, atmosférico, que corresponde a
aproximadamente 78% dos gases da atmosfera, no entanto este € altamente
estavel devido a sua tripla ligacdo covalente, ficando indisponivel para as
plantas. Contudo, o N, pode tornar-se disponivel quando fixados através de
reagfes quimicas por processos industriais ou naturais. Entre 0s processos
naturais, o de maior representatividade é a fixagdo biologica de nitrogénio
(FBN), no qual o N, atmosférico é reduzido até a forma de NHz" (TAIZ &
ZIEGER, 2004).

E sabido que a maior limitagéo para a FBN em sistemas n&do simbiéticos
€ a disponibilidade de fontes de energia para a bactéria, pois para que o

processo biologico ocorra € necessaria grande quantidade de ATP. Essa



limitacdo pode ser compensada por microrganismos que sao atraidos pelos
exsudados das plantas na rizosfera ou rizoplano, fazendo com que os
microrganismos sejam atraidos para proximo da planta hospedeira e até
possam colonizar internamente seus tecidos, como no caso dos endofitos
(TILAK et al., 2006).

A fixacdo biologica do nitrogénio é um processo realizado por varias
espécies bacterianas que podem se associar a diversas plantas em diferentes
graus de especificidade levando a classificagdo como bactérias de vida livre e
associativas que podem ser endofiticas facultativas ou endofiticas obrigatérias
(BALDANI et al., 1997a; OLIVEIRA et al., 2008; SENTHILKUMAR et al., 2011).
Esses procariontes possuem um complexo enzimatico chamado de
nitrogenase, que é capaz de romper a tripla ligacdo do N, atmosférico e
provocar a sua reducdo até amonia (NHz") (HUNGRIA, 1997; FRANCHE et al.,
2009).

Muitas espécies de bactérias fixadoras de N, podem ocorrer
endofiticamente, embora esses microrganismos fixadores possam ser
encontrados em dicotiledéneas, diversos estudos demonstram que essa
ocorréncia é mais amplificada em gramineas e em outras monocotiledéneas,
como por exemplo, em palmeiras e Orchidaceae (MOREIRA & SIQUEIRA,
2006; FAGAN et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2008).

A associacdo simbibtica, entre plantas e bactérias, pode ocorrer em
plantas ndo leguminosas e em plantas leguminosas. Nas leguminosas a
associacdo com microrganismos fixadores de nitrogénio é geralmente
caracterizada pela formacéo de nédulo (TAIZ & ZIEGER, 2004). Este tipo de
associagao é considerada tipica da simbiose entre as leguminosas e bactérias
denominadas de B e o rizébios. Os géneros Burkholderia e Ralstonia
(Cupriavidus) pertencem a classe dos B rizébios. Na classe dos o rizobios
estdo incluidos os géneros Rhizobium, Ensifer (Sinorhizobium), Allorhizobium,
Bradyrhizobium,  Azorhizobium e  Mesorhizobium,  Methylobactrium,
Phyllobacterium, Ochrobacterium, Shinella e Devosia (REIS JUNIOR et al.,
2006; BOMFETI et al., 2011).

As bactérias diazotroficas de plantas ndo leguminosas podem ser

dividida em trés grupos, os organismos rizosféricos, que sdo aqueles que



colonizam o solo préximo as raizes; os endofiticos que sao capazes de
colonizar internamente os tecidos vegetais e os epifiticos, que colonizam a
superficie dos tecidos vegetais (BALDANI et al., 1997). Em varios trabalhos foi
observado que as bactérias endofiticas sdo encontradas em maior densidade
populacional nas raizes e posteriormente decrescem progressivamente em
direcdo ao caule e as folhas (LAMB et al.,, 1996; GOMES et al., 2005),
corroborando com estudos feitos por Kuklinsky-Sobral et al. (2004). Mendes et
al. (2007) analisando endofiticos de raizes e colmo de cana-de-acucar
observaram maior densidade bacteriana nas raizes.

A literatura relata que, preferencialmente, as raizes e regiées proximas
as plantas sdo utilizadas para realizar estudos que aplicam técnicas
moleculares para a identificacdo da diversidade microbiana endofitica,
buscando estirpes que quando reinoculadas sejam eficientes na FBN. Como
consequéncia, geralmente, a planta hospedeira € beneficiada com o nitrogénio
fixado incorporado-o nos diferentes compostos bioquimicos presentes na célula
vegetal (TAIZ & ZIEGER, 2004; HUNGRIA et. al., 2007.), e desta forma
desencadeando beneficios nos diferentes sistemas produtivos suprindo as
necessidades dos vegetais, reduzindo o uso de fertilizantes e até mesmo
deixando de utilizd-lo, obtendo vantagens no setor econbémico e
ecologico(REIS JUNIOR et al., 2008).

O nitrogénio fixado por associacbes microbiologicas pode representar
uma alternativa de substituicdo para os fertilizantes quimicos nitrogenados,
com as vantagens de ser mais viavel economicamente e ndo poluir o meio
ambiente, sendo uma possibilidade de prevenir a degradacdo do meio e
aumentar a seguranga alimentar; também pode oferecer subsidios a agricultura

de subsisténcia devido ao baixo custo dos inoculantes (SANTOS et al., 2008).

2.2.2. Producdao de fitohormoénios do tipo Auxinas

As auxinas sao substancias quimicas produzidas, nas plantas,
principalmente, nos locais de crescimento ativo, como meristemas, gemas
axilares e folhas jovens, embora também haja sintese nas folhas adultas.
Dentre as diversas substancias que pertencem a este grupo, podemos

destacar o acido indol-3-acético (AlA), o acido indolbutirico (AIB), o acido
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naftalenoacético (ANA) e o acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D). O AlIA € a
principal auxina produzida, a mais abundante, de maior relevancia fisioldgica,
determinada geralmente por espectrometria de massa, e além de ser produzida
pelas plantas, também é produzida por microrganismos, por diferentes rotas,
tais como, via dependente e independente de triptofano (KERBAUY, 2004;
TAIZ & ZEIGER, 2004).

Segundo a literatura, o AIA produzido, por bactérias endofiticas e
rizosféricas, ndo € influenciado pelo nicho bacteriano (FERRARA et al., 2011);
e gue uma grande variedade de bactérias endofiticas e epifiticas, como por
exemplo, Pseudomonas, Ralstonia, Enterobacter, Pantoea e Acinetobacter ,
relacionadas a promocao do crescimento vegetal, produzem AIA e existe em
elevada frequéncia na fase inicial de desenvolvimento das plantas
(KUKLINSKY-SOBRAL et al.,, 2004; LOACES et al., 2011). Jha et al. (2011)
observaram que bactérias produtoras de AIA tem a capacidade de crescer em
condi¢cOes adversas de salinidade e estimular a promog¢éo de crescimento em
plantas, demonstrando o potencial biotecnologico dessas bactérias.

Mendes et al. (2008) avaliando a diversidade bacteriana produtora de
AIA associada a plantas de cana-de-acucar observaram maior frequéncia de
isolados produtores de AIA em colmos, seguido das raizes e da rizosfera.
Saravanan et al. (2007) relata que varias espécies bacterianas realizam a
producdo do AIA e que este fitormbnio estd relacionado a promocao de
crescimento em cana-de-agUcar. A interacdo entre bactérias produtoras de AlA
e plantas podem resultar na promoc¢éo de crescimento das plantas e contribuir
para o desenvolvimento de sistemas sustentaveis para a agricultura (HAYAT et
al., 2010).

2.2.3. Solubilizagéo de fosfato inorganico

O solo é um dos maiores reservatério de fésforo (P) com 96 a 182 x 102

Kg, geralmente encontrado retido como, por exemplo, em solos
intemperizados, onde o P é pouco disponivel e encontrado na forma inorganica
nao labil. No entanto, existem mecanismos de transformacéo do P no solo, por
meio da producao de enzimas, compostos quelantes e complexantes de origem
microbiana que atuam na extragcado ou solubilizagdo de P que vao variar de
8



acordo com as espécies microbianas e as formas quimicas de fosfato
(MOREIRA & SIQUEIRA, 2006; NOVAIS et al., 2007; EMBRAPA, 2008).

A literatura relata que a capacidade dos micro-organismos em realizar a
solubilizacdo de fosfato esta ligada aos ciclos biogeoquimicos (REITH et al.,
2007). Souza et al. (2007) relatam que h& maior disponibilidade de fosfato
depende da fonte de fosfato utilizada e do aumento do pH do meio. A
solubilizagdo de fosfato também é dita como uma caracteristica fenotipica
bacteriana que é geralmente utilizada para a caracterizagdo de micro-
organismos correlacionados com a promocdo de crescimento das plantas
(DIAS et al., 2009; JHA et al., 2011).

Algumas bactérias promotoras do crescimento possuem a habilidade de
solubilizar fosfato inorganico tornando-o disponivel para as plantas podendo
aumentar a produtividade da cultura (RODRIGUEZ et al., 2007). Taule et al.
(2011), avaliando a comunidade diazotrofica associada a plantas de cana-de-
acucar observaram efeito benéfico, oriunda da associacdo bacteria/planta, de
importancia agronébmica para a cultura. Semelhantemente foi observado por
Saravanan et al. (2008) e Ferrara et al. (2011), também avaliando bactérias
associadas a plantas de cana-de-acucar e por Taurian et al. (2011) em plantas

de amendoim.

2.2.4. Indicativo de quorum sensing

Segundo Cha et al. (1998), o0 quorum sensing (QS) atuam no
mecanismo de comunicacdo microbiana, no qual as bactérias regulam a
expressao génica em resposta a densidade celular. Ha descritos na literatura
que moléculas QS sao responsaveis por regular diversos processos
fisiologicos, como por exemplo, a bioluminescéncia, biossintese de antibioticos,
transferéncia de plasmideos (HARDMAN et al.,1998), biocontrole em plantas
(MAEYER et al.,, 2011) e formagédo de biofiimes (MCLEAN et al., 1997,
NADELL et al., 2008).

De acordo com Xavier & Fosten (2007), a formacgdo de biofilme
microbiano ocorre no interior da plantas através da colonizacao vertical, no qual
h& aumento progressivo de bactérias, ocorrendo o crescimento e dispersao das

células microbianas com subsequente aumento na producéo do biofilme pelas
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inimeras espécies bacterianas. A colonizacdo por bactérias, nas plantas,
depende da troca de sinais do QS entre as células bacterianas. No entanto,
existem evidéncias que as plantas, semelhantemente as bactérias, secretam
sinais similares aos sinais do QS que confundem a regulacdo bacteriana
(BAUER & MATHESIUS, 2004).

A comunicacdo bacteriana por meio dos QS podem gerar maleficios,
aumentando a densidade de fitopatogenos favorecendo o estado de viruléncia
e estabelecimento do agente patoldgico, ou beneficios, como por exemplo,
promovendo a proliferacdo de enddfitos diazotréficos através da formacéo de
biofilme, aumentando a densidade populacional do microrganismo benéfico,
tornar mais agil a formacao de nddulos e entre outros (RUMJANEK et al, 2004).

Nadell et al. (2008) observaram que bacterias utilizam os sinais do QS
no controle de secrecdo de polimeros para atrair outras bacterias, formar
biofiilme e consequente favorecer o aumento da densidade populacional.
Yaryura et al. (2008) relatam que houve formacao de biofilme requerido para a
colonizacdo de raizes e sementes de plantas de soja por Bacillus
amyloliquefaciens BNM339. Boyer et al. (2008) analisando o efeito do QS na
promocdo do crescimento relatou que os endofitos de plantas de arroz
observaram que a molécula QS inativou a atividade da pectinase, aumentou a
sintese de siderdéfaros, reduziu a producao do acido indol acético e ndo afetou

a atividade da celulase e motilidade da comunidade bacteriana.

2.3. Diversidade genética dos fixadores de nitrogénio

A fixacdo biolégica de nitrogénio € um processo biolégico mediado por
microrganismos ditos diazotroficos, que possuem o complexo enzimatico da
nitrogenase que apresentam elevada diversidade (FRANCHE et al., 2009),
diferindo a morfologia, fisiologia (FAGAN et al., 2007), genética e a filogenética
entre os diferentes representantes (FRANCHE et al., 2009; MAGNANI et al.,
2010; SAHARAM & NEHRA, 2011).

Como exemplo da ampla diversidade, pode-se citar as Proteobacterias,
gue possuem espécies em todas as classes. Existem aquelas espécies que
sao Gram-positivas, com pequena porcentagem de GC, capazes de fixar

nitrogénio pertencentes aos géneros Bacillus e Clostridium. J& a Frankia é uma
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bactéria Gram-positiva com grande porcentagem de bases nitrogenadas
guanina e citosina (GC), no seu material genético. A maioria dessas espécies
séo de vida livre, ocorrem em diferentes tipos de solos, na rizosfera e rizoplano
(MOREIRA & SIQUEIRA, 2006; NORMAND et al.,, 2007; FRANCHE et al.,
2009). Rodrigues et al., (2007) avaliando a diversidade de bactérias
diazotréficas endofiticas, na cultura do arroz inundado, observaram
predominantemente a presenca de bactérias do género Burkholderia, maior do
que do género Herbaspirillum, no qual o primeiro apresentou maior
representatividade com 63% e o segundo com 34%, porém este foi mais
eficiente na fixacdo de nitrogénio que o género Burkholderia em plantas de
arroz.

Algumas bactérias fixadoras de N, sdo encontradas em simbiose com
fungos, diatomaceas e/ou com varias espécies vegetais, enquanto outros
estabelecem relagbes menos especializadas com plantas denominadas, de
modo geral, de associacdes. A elevada variabilidade genética das diazotroficas
garante a ocorréncia da FBN em um determinado ecossistema como, também,
nos mais diferentes tipos de sistemas terrestres (FRANCHE et al., 2009;
MOREIRA et al., 2010).

As bactérias exercem inumeras funcbes e estdo presentes nos
diferentes habitats, fato este que pode ser ocasionado devido a alta diversidade
genética, que falta ser elucidada e explorada completamente (PROSSER et al.,
2007). E importante que o estudo das relacées filogenéticas e da diversidade
dos genes bacterianos seja baseado ndao apenas na preocupacgao taxonoémica,
mas também na necessidade de explorar completamente o potencial
biotecnolégico (MEITANIS et al., 2008), obter informagdes sobre a diversidade
genética bacteriana que possibilitem o estudo filogenético e a caracterizacao
da comunidade bacteriana existente no ambiente (WOESE et al., 1994; VALE
et al., 2008).

Para o estudo da diversidade genética microbiana existente nos
diferentes habitats, geralmente, utiliza-se técnicas moleculares, como o0s
marcadores BOX, RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) e ARDRA
(Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis), que possibilitam a realizacao
de correlagdes entre ambiente estudado e genodtipo (CHENEBY et al., 2000;

ANDREOTE et al., 2008). A técnica de BOX-PCR busca amplificar regides
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repetidas encontradas no genoma bacteriano, designadas de elementos Box
(MARQUES et al., 2008); e técnica PCR-DGGE (Polimerase Chain Reaction —
Denaturing Grandient Gel Electrophoresis) possibilita o acesso a diversidade
genética de populacdes bacterianas oriundas diretamente do meio ambiente,
sem o cultivo em laboratdrio, ou seja, € uma técnica independente de cultivo
bacteriano que possibilita avaliar a diversidade genética (SALLES et al., 2002;
LACAVA et al., 2006). Além disso, o PCR-DGGE também permite a analise
funcional dos microrganismos presentes na interacao solo-planta e o acesso a
variacdo da comunidade bacteriana ho meio ambiente, quando influenciada por
fatores bibticos e abibticos, na associacdo com planta/microrganismo em

ambientes naturais e agriculturais (SAITO et al., 2007).
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LIMA, DANUBIA RAMOS MOREIRA DE. MSc. Universidade Federal Rural de
Pernambuco, Fevereiro de 2012. Capitulo 1. Diversidade genética de bactérias
diazotréficas associadas a variedades de cana soca cultivadas em
Pernambuco. Orientadora: Profa. Dra. Jalia Kuklinsky Sobral. Conselheiros:

Prof. Dr. Fernando José Freire.

RESUMO

As bactérias exercem inumeras fungbes, como a fixacdo biologica de
nitrogénio, e estdo presentes nos diferentes habitats, fato este que pode ser
devido a elevada diversidade genética que falta ser elucidada e explorada
completamente, principalmente em associagdo com plantas ndo leguminosas,
como a cana-de-acUcar. Diante deste contexto, este trabalho teve como
objetivos isolar, identificar e avaliar a densidade populacional de bactérias
potencialmente diazotréficas; avaliar a variabilidade genética cultivavel e nao
cultivavel da comunidade bacteriana potencialmente diazotrofica da rizosfera e
endofitica de raiz de cana soca das variedades RB92579 e RB867515,
cultivadas em Pernambuco. O isolamento foi realizado em meio NFb e a
densidade populacional estimada por meio do numero mais provavel,
posteriormente sendo realizada a purificacdo e estocagem das bactérias. A
variabilidade genética bacteriana foi avaliada pela técnica de BOX-PCR e a
diversidade da comunidade bacteriana ndo cultivavel pela técnica de DGGE, do
gene 16S rRNA e do gene nifH. A densidade populacional de bactérias
diazotroficas foi elevada no habitat rizosférico e endofitico de raiz,
independente do tempo de cultivo, bem como, nas variedades RB92579 e
RB867515. O presente trabalho encontrou a presenca de géneros, tais como,
Burkholderia, Pantoea, Bacillus, Erwinia, Stenotrophomonas, Enterobacter e
Pseudomonas e Dyeila em plantas de cana soca. As bactérias isoladas em
meio NFb semi-solido, oriundas da rizosfera e de raizes de plantas soca de
cana-de-agucar da variedade RB92579 e RB867515, aos 4 e 10 meses,
apresentaram elevada variabilidade genética pela técnica de BOX-PCR. A
técnica de PCR-DGGE para os genes 16S rRNA e nifH de cultivos de cana
soca apresentou elevada diversidade genética nos agrupamentos formados, ou
seja, alta variabilidade do gene ribossomal e do gene funcional da fixacao

biolégica de nitrogénio. Portanto, plantas de cana soca, cultivadas em
23



Pernambuco, apresentam associagdo com bactérias potencialmente

diazotroficas com alta densidade populacional e variabilidade genética.

Palavras-chave: BOX-PCR, DGGE, fixacdo biologica de nitrogénio,

variabilidade genética.
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LIMA, DANUBIA RAMOS MOREIRA DE. MSc.at Universidade Federal Rural de
Pernambuco, Frebruary 2012. Charpter 1 — Genetic diversity of diazotrophic
bacteria associated with ratoon sugar cane varieties cultivated in Pernambuco.
Advise: Profa. Dra. Julia Kuklinsky Sobral. Co-Adviser: Prof. Dr. Fernando José

Freire.

ABSTRACT

Perform bacteria many functions, such as nitrogen fixation, and are
present different habitats, a fact that may be due to high genetic diversity that
remains to be elucidated and fully explored, especially in association with non-
leguminous plants, such as sugar cane. Given this context this study aimed to
isolate, to identify and evaluate the population of diazotrophic bacteria
potentially, to evaluate the genetic variability of cultivable and uncultivable
bacterial community potentially diazotrophic rhizosphere and root endophytic
cane sugar ratoon varieties RB92579 and RB867515 grow in Pernambuco. The
isolationwas carried through NFB and population density estimated by the
number most likely being held later purification and storage of bacteria. The
bacterial genetic diversity was assessed by BOX-PCR technique and diversity
of uncultivable bacterial community by DGGE technique, the 16S rRNA and
nifH. The populacion density of potentially diazotrophic bacteria was high in the
habtat rhizospheric and endophytic root, regard lessof time of cultivation, as
well as the varieties RB92579 and RB867515. The study found the presence of
genera such as Burkholderia, Pantoea, Bacillus, Erwinia, Stenotrophomonas,
Enterobacter, Pseudomonas and Dyeila in ratoon sugar cane plants. Bacteria
isolated in semisolid Nfb medium, derived from the rhizosphere and roots of
plants ratoon sugar cane variety RB92579 and RB867515, at 4 and 10 months,
showed high genetic variability by BOX-PCR technique. THE PCR-DGGE for
16S rRNA and nifH in ratoon cane showed high genetic diversity in the groups
formed, on be high variability of ther ribosomal gene and functional gene
biological nitrogen fixation. Therefore, plants of sugar cane in Pernambuco
cultivated habe associated with potentially diazotrophic bacteria with high
population density and genetic variability.

Keywords: bilogical nitrogen fixation, BOX-PCR, DGGE, genetic variability.
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3.1. INTRODUCAO

As bactérias diazotréficas de plantas ndo leguminosas podem ser
divididas em organismos rizosféricos, que sdo aqueles que colonizam préximo
as raizes (FRANCHE, 2009); endofiticos, que sdo capazes de colonizar o
interior de raizes e também a parte aérea das plantas (KUKLINSKY-SOBRAL
et al.,, 2004; BALDANI & BALDANI, 2005), e epifiticos, que colonizam a
superficie dos tecidos vegetais (BALDANI et al.,, 1997; ELMERICH &
NEWTON, 2007). Geralmente, essas bactérias sdo encontradas em maior
namero na rizosfera, endofiticamente nas raizes e, posteriormente, decrescem
progressivamente do caule as folhas (LAMB et al., 1996; 2004; GOMES et al.,
2005), corroborando com estudos feitos por Kuklinsky-Sobral et al. (2004) que
avaliaram plantas de soja. Semelhantemente Mendes et al. (2007) analisando
endofiticos de raizes e colmo de cana-de-acucar observaram que a densidade
populacional bacteriana decresceu do colmo as raizes. Gasser et al. (2011)
observou uma populacdo bacteriana significativa para a colonizacdo da
rizosfera e raizes de cana-de-acucar que variaram a densidade populacional de
acordo com as partes colonizadas levando em conta as partes velhas e jovens
das raizes. Também foi observado abundantes micro-colénias ao longo dos

espacos dos apoplasto e pequena colonizagdo nos vasos do xilema.

A literatura relata a exploracdo, preferencial, das raizes e regides
proximas das plantas para a realizacdo de estudos de bioprospeccdo da
diversidade microbiana e do potencial biotecnolégico, com ampla aplicacdo de
técnicas moleculares para a identificacdo dessa diversidade, e da busca de
estirpes, que quando reinoculadas sejam eficientes, por exemplo, na fixacao
biolégica de nitrogénio (HERRIDGE et al., 2008; RICHARDSON et al., 2009;
CASTRO-GONZALEZ et al., 2011). Como consequéncia dessa simbiose,
geralmente a planta hospedeira é beneficiada com o nitrogénio fixado,
incorporando-o nos diferentes compostos bioquimicos presentes na célula
vegetal (TAIZ & ZIEGER, 2004; HUNGRIA et. al., 2007; RICHARDSON et al.,
2009; ), e desta forma desencadeando beneficios nos diferentes sistemas

produtivos, suprindo as necessidades dos vegetais, reduzindo o uso de

26



fertilizantes e, até mesmo deixando de utiliza-lo, obtendo vantagens no setor
econdmico e ecoldgico ( REIS JUNIOR et al., 2008; RICHARDSON et al., 2009;
URQUIAGA et al., 2011).

E sabido que as bactérias exercem inimeras funcdes e, estas, estio
presentes nos diferentes habitats, fato este que pode ser ocasionado por causa
da enorme diversidade genética que falta ser elucidada e explorada
completamente (PROSSER et al., 2007). E importante que o estudo das
relacfes filogenéticas e da diversidade dos genes bacterianos seja baseado
nao apenas na preocupacdo taxonbmica, mas também na necessidade de
explorar completamente o potencial biotecnolégico (MEITANIS et al., 2008),
obter informagfes sobre a diversidade genética bacteriana que possibilitem o
estudo filogenético e a caracterizacdo da comunidade bacteriana existente no
ambiente (WOESE et al., 1994; VALE et al., 2008).

A variabilidade genética bacteriana pode ser avaliada por técnicas de
biologia molecular como o BOX-PCR, que amplifica regibes repetidas
encontradas no genoma bacteriano, designadas de elementos Box (MARQUES
et al., 2008); e a técnica PCR-DGGE (Polimerase Chain Reaction — Denaturing
Grandient Gel Electrophoresis), que possibilita 0 acesso a diversidade genética
de populacdes microbianas oriundas diretamente do meio ambiente, sem a
necessidade do cultivo em laboratdrio (SALLES et al., 2002; LACAVA et al.,
2006).

Para tanto, € necessaria a realizacdo de pesquisas que ampliem o
conhecimento acerca da diversidade bacteriana existente nos diferentes nichos
ecologicos e que visem elucidar e identificar os microrganismos existentes na
interagc&o solo-planta. Diante deste contexto, este trabalho teve como objetivos:
isolar bactérias diazotroficas, estimar a densidade populacional e avaliar a
diversidade genética bacteriana dependente e independente de cultivo, por
meio das técnicas de BOX-PCR e DGGE dos genes 16S rRNA e nifH, da
comunidade bacteriana associada a plantas de cana soca cultivadas em

Pernambuco.
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3.2. MATERIAL E METODOS

3.2.1. Material vegetal e isolamento bacteriano

Amostras de solo rizosférico (0-20 cm de profundidade) e de raizes de
cana-de-acucar de duas variedades (RB92579 e RB867515), com 4 meses e
10 meses de cultivo, apos a primeira rebrota, foram coletadas na Estagdo
Experimental de Cana-de-Agucar de Carpina, da Universidade Federal Rural
de Pernambuco (UFRPE), Carpina/Pernambuco, (7°51’03”S e 35°15'1770).
Apoés a coleta, as amostras foram levadas para o Laboratorio de Genética e
Biotecnologia Microbiana (LGBM) da Unidade Académica de Garanhuns
(UAG/UFRPE) para o isolamento de bactérias potencialmente fixadoras de
nitrogénio.

Para o isolamento de bactérias endofiticas, as amostras das raizes
foram lavadas em agua corrente para a retirada de residuos de solo, em
seguida passaram por um processo de desinfeccdo superficial, onde
aproximadamente 3g de raizes, de cada amostra, foram imersas em alcool
70% por 1min, depois em hipoclorito de sédio (entre 2 a 2,5% do cloro ativo)
por 3min, e novamente submersas em alcool 70% por 30seg, e, ao término do
processo, passaram por duas lavagens em agua destilada estéril.

Em seguida, as amostras de raiz foram cortadas, assepticamente, em
pequenos fragmentos e triturados em 10 mL de tampao Phosphate Buffered
Saline (PBS), segundo Araujo et al. (2001), com o auxilio de pistilos e
almofarizes. Ja para o isolamento das bactérias rizosféricas pesou-se 5 g de
solo e transferiu-se para 25 mL de tampao PBS. Apds o0 processo, ambas as
suspensdes, oriundas da rizosfera e das raizes, foram agitadas
constantemente em 120rpm, a 28°C por 40min. Apds esta etapa, 100 uL desta
solucéo foi inoculada, em triplicatas, em meio semi-solido NFb, livre de fonte
nitrogenada, seletivo para bactérias diazotroficas, e incubados a 28°C, por 8
dias, e repicadas para novos tubos com meio semi-sélido NFb e incubadas por
mais 8 dias (Dobereiner et al., 1995). A purificagdo das colbnias foi realizada
atraves da técnica de esgotamento por estrias em meio NFb sélido, acrescido

de extrato de levedura (20mg/L), e os isolados bacterianos foram armazenadas
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em meio TSA solido, e acondicionadas a 4°C, além de serem estocadas a -

20°C, em meio liquido TSA, acrescido de glicerol 20%.
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Tabela 3.1. Propriedades quimicas e fisicas do solo rizosférico de cultivo de cana-de-acucar oriundo da Estacéo
Experimental de Cana-de-Agclucar de Carpina, da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE),
Carpina/Pernambuco, (7°51°03”S e 35°15°17”0). (Analise realizada por prestagéo de servigos de laboratério especializado.)

Quimica Fisica

pH P K Na Ca Mg Al H+Al SB CTC V1 Areia Silte  Argila Classe textural
MO KG™ oo emole Kg ™ v, % e gKg™

56 5,83 0,09 039 1,70 1,70 0,10 281 3,88 6,68 58,0 7423 73,5 184,2  Franco arenosa

Tabela 3.2. Caracteristicas gerais das variedades, RB92579 e RB867515, de cana-de-agucar (RIDESA, 2010).

Caracteristicas

Variedade  Produtividade Perfilhamento Brotacéo Veloc_:ldade Porte Maturacéao Teor de Te_or de
crescimento sacarose fibra
RB92579 Alta Alto Boa Lento Alto Média tardia Alto Médio
RB867515 Alta Médio Boa Rapido Alto Média tardia Alto Médio
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3.2.2. Densidade populacional bacteriana

A densidade populacional bacteriana foi estimada pelo método do
namero mais provavel (NMP) de bactérias diazotroficas em unidades
formadoras de colbnias por mililitro do meio NFb (UFC/mL), segundo a
classificacdo de McCrady (DOBEREINER et al., 1995).

3.2.3. Identificagdo dos isolados bacterianos

Os isolados bacterianos selecionados foram levados para o Laboratério
do Dr. Fernando Andreote (ESALQ/USP) e preparados para o sequenciamento
parcial do 16S rRNA com o primers 1492R. As sequéncias foram analisadas
pelo BLASTn contra a base de dados do NCBI (National Center for

Biotechnology Information website [http://www.ncbi.nlm.nih.gov]) e pelo

RDPQuery (http://www.rdp.cme.msu.edu/).

3.2.4. Analise da diversidade genética pela técnica de BOX-PCR

Para esta andlise, o DNA genbmico das bactérias foi extraido por meio
da utilizacdo do Genomic DNA Purification Kit (Fermentas), segundo
recomendacdes do fabricante.

A reacdo de PCR foi realizada com o primer BOXA1R (5'-
CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3"), em um volume final de 25 yL contendo
0,5 a 10 ng de DNA molde; 1 yM do primer; 1 mM de cada dNTPs; 1x de
DMSO (dimetilsufoxamida); 1x do tampao da enzima Taq Buffer, 3,5 mM de
MgCl, e 0,08U da enzima Taq DNA polimerase (Fermentas). A reacdo de
amplificacdo foi realizada em termociclador programado para realizar uma
desnaturacdo inicial a 95°C por 2 min, 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 2
min, 92°C por 30 segundos, anelamento a 50°C por 1 min e extens&o de primer
a 65°C por 1 min, seguida de extensdo final a 65°C por 10 min. Apds a
amplificacéo, a reacao foi avaliada por eletroforese em gel de agarose (1,5%
p/v) em tampéao 1x TAE (40 mM de Tris-acetato; 1 mM de EDTA) e corado com
Blue green loading dye (LGC Bio), segundo especificagcbes do fabricante,

observado sobre luz ultravioleta e fotodocumentado.
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3.2.5. Analise da comunidade bacteriana diazotrofica independente de
cultivo por DGGE

Foram analisadas as mesmas amostras de solo e de raiz utilizadas para
o isolamento de bactérias diazotroficas, relatodo no item 3.2.1. A extracao do
DNA total das amostras de solo rizosférico e das raizes, desinfectadas
superficilamente, foi realizada utilizando-se o ‘Power Soil DNA kit' (MoBio;
EUA), seguindo a metodologia descrita pelo fabricante. Apés a extracdo, a
integridade e a qualidade dos DNAs foram verificadas por eletroforese em gel

de agarose 1% (w/v) em tampéao TAE 1x.

3.2.5.1. PCR do gene 16S rRNA

As reacdes de PCR para a analise de DGGE (Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis) do gene 16S rRNA foram realizadas para um volume final de
50 L, utilizando cerca de 10 ng do DNA total do solo, 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 yL de Taq 85 buffer 10X; 1,5 mM de MgCl, e 2,5U da enzima
Tag DNA polimerase (Fermentas). Em seguida, a reacdo foi levada ao
termociclador, com a seguinte condicao de ciclo: 1 min a 95°C; 30 ciclos de 1
mina 92 °C; 1 minab55°C; 1 mina72°Ce 10 mina72°C.

Para a andlise da comunidade bacteriana independente de cultivo
endofitica de raiz, foram realizadas duas rea¢fes de PCR, cada uma para um
volume final de 50 pL; utilizando-se cerca de 20 ng do DNA total da raiz e do
produto da 1° reacdo de PCR, respectivamente; e primers especificos. Na 1°
PCR foi utilizado 0,1 uM dos primers 799f (5-AACMGGATTAGATACCCKG) e
1492r (5'-GGYTACCTTGTTACGACTT) (100 mM); 2 uL de dNTPs 2,5 mM ;
1,87 uL de MgCl, 25 mM; 2,5 uL de Taq buffer; e 0,3 pL de 5U da enzima Taq
DNA polimerase (Fermentas). Em seguida, a reagdo foi levada ao
termociclador, com a seguinte condi¢éo de ciclo: 3 min a 95°C; 30 ciclos de 20
sega94 °C;40segab3°C;40sega72°Ce7mina72°C. E paraa?2°
PCR, foi utilizado 0,2 yM dos primers F968-GC (5'-AACGCGAAGAACCT TAC-
3 com o grampo GC na extremidade 5) e pR 1387 (5-
GCCCGGGAACGTATTCACCG-3’) (100 mM); 4 uL de dNTPs 25 mM ; 5uL de

MgCl, 25 mM; 5 yL de Taq buffer 10x; 0,5 yL de formamida; e 0,5 yL da
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enzima Tag DNA polimerase (Fermentas). Posteriormente, as reacdes foram
levadas ao termociclador, com a seguinte condicao de ciclo: 4 min a 94°C; 30
ciclosde1 mina94 °C; 1 mimab56 °C;2mima72°Ce 10 mina 72 °C.

3.2.5.2. PCR do gene nifH

Para a amplificacdo do gene nifH foram utilizados os primers FGPH19
(5-TACGGCAARGGTGGNATH-3’) e PolR (5-ATSGCCATCATYTCRCCG-3’).
A amplificagdo ocorreu em 25 pL de volume final, contendo 2 uL de dNTP 2,5
mM; 2,5 uL de Taq Buffer (Fermentas); 2,5 mM de MgCl,; 0,05 uL de BSA
(bovine serum albumin), 5 yL de de 5U pL* de Taq DNA Polimerase
(Fermantas); 0,125 L de cada primer (10 pmoles pL™) e 10 ng de DNA total do
solo ou da raiz, sendo o restante do volume completado com agua ultra pura
autoclavada. As condi¢cdes da amplificacdo foram: 5 min a 94°C; 30 ciclos de 1
mina94°C; 1 minab6°C;2mina72°Ce30mina72°C.

O produto da amplificacdo, os amplicons, foram utilizados numa
segunda reacdo de PCR para o gene nifH, utilizando os primers PolF-GC (5’-
CGCCCGCCGCGCCCCGCGLCCGGLLCCGLLGLLCCCGLCCCTGCGAYCC
SAARGCBGACTC-3’) e AQER (5-ACGATGTAGATYTCCTG-3)). A
amplificagéo ocorreu em 50 pyL de volume final, contendo: 4 yL de dNTP 2,5
mM; 5 yL de Taq Buffer (Fermentas); 2,0 mM de MgCl,; 0,2 uL de Tag DNA
Polimerase (Fermantas); 0,250 uL de cada primer (10 pmoles pL™) e 2 L do
PCR da 1° reagdo (10 ng de DNA), sendo o restante do volume completado
com &gua ultra pura autoclavada. Os ciclos de amplificacdo foram 5 min a 94
°C; 30 ciclosde1mina94°C;1mina48°C;2mina72°Ce30mina72°C.

Todos os produtos de PCR, cerca de 10 yL da reacao, foram verificados
em gel de agarose 1% em TAE 1x, para confirmacdo da amplificacdo do

produto desejado.

3.2.5.3. Analise por DGGE

As analises por DGGE foram realizadas no equipamento Ingeny PhorU
System (Ingeny, Goes, The Netherlands). Para a analise, foram preparados
géis de poliacrilamida 6% (w/v), com gradiente desnaturante de 45 a 65% para

o produto do PCR do gene 16S rRNA e de 40 a 65% para o do gene nifH.
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Os géis foram submetidos a eletroforese por 16 h a 100 e 75 Volts para
o gene 16S rRNA e nifH, respectivamente, a temperatura de 60 °C. Apés a
corrida da eletroforese, os géis foram corados com SYBR-gold (Invitrogen,
Breda, The Netherlands) e TAE 1x na proporcdo de 1:10000 por 30 min e

fotodocumentados.

3.2.6. Analise estatistica

Os dados da densidade populacional, organizados em arranjo fatorial
2x2 com 3 repeticdes (2 nichos x 2 variedades) foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA), e as médias foram comparadas por meio do teste de Scott-
Knott (P<0,05) pelo o software estatistico SISVAR® versao 5.3.

Por meio da analise dos géis de agarose e de poliacrilamida, as bandas
observadas pela amplificacdo foram transformadas em dados binarios e, a
partir destes dados, foi construida uma planilha, analisada pelo 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 andlise da matriz de similaridade entre as bactérias analisadas.

3.3. RESULTADOS

3.3.1. Isolamento, densidade populacional e identificacdo de bactérias
diazotroficas

A densidade populacional da comunidade bacteriana potencialmente
diazotréfica isoladas em meio NFb variou de 6,5x10° a 4,0x10’ e 8,4x10° a
5,2x10° de UFC/mL isolada aos 4 e 10 meses de cultivo da cana soca,
respectivamente, em ambas as variedades de cana-de-acucar e nos diferentes
nichos de colonizacao (Figura 3.1).

A estimativa do NMP da densidade populacional bacteriana
potencialmente diazotréfica isolada da rizosfera e de raizes de plantas de cana
soca, das variedades RB92579 e RB867515, ndo diferiu estatisticamente
quando comparado os valores meédios totais, independente das variedades de

cana-de-acucar e idade fenoldgica da planta, e para os nichos avaliados,
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apenas, aos 10 meses de cultivo. J4 para a variedade RB867515, aos quatro
meses de cultivo, a densidade bacteriana da rizosfera foi estatisticamente
maior que a densidade de bactérias endofiticas de raiz (Figura 3.1). Diante
deste resultado podesse especular que o maior valor da densidade
populacional bacteriana rizosférica aos 4 meses de cultivo pode ser porque a
rizosfera € um nicho que possui elevada densidade de bactérias que sobresae
0 quantidativo populacional dos nichos endofiticos; e/ou porgue inicialmente as
bactérias rizosféricas tiveram dificuldade em penetrar nas raizes das plantas
hospedeiras na fase fenologica inicial do desenvolvimento, com posterior
penetracdo e consequente equilibrio da densidade populacional das bactérias
rizosféricas e endofiticas, ndo apresentando diferenca significativa em idede
fenologica mais avancada.

A variedade RB92579 tendeu a apresentar os maiores concentracoes
de isolados bacterianos potencialmente diazotréficos em ambos os nichos, nos
diferentes tempos de cultivos da cana soca (Figura 3.1).

Comparando os diferentes nichos, pode-se observar que os maiores
valores foram encontrados na rizosfera em ambas as variedades da planta
hospedeira e idade fenoldgica da planta (Figura 3.1).

Apés a estimativa do NMP, foi realizada a purificacdo das colbnias
através da técnica de esgotamento por estrias em meio NFb sélido acrescido
com extrato de levedura, obtendo-se no 1° isolamento, 78 isolados bacterianas;
sendo 47 rizosféricos e 32 endofiticos de raiz, e no 2° isolamento, 47 isolados
bacterianas; sendo 21 rizosféricas e 26 endofiticas de raiz, aos 4 e 10 meses
de idade de cultivo das plantas, respectivamente. As bactérias isoladas foram
armazenadas em meio TSA solido, e acondicionadas a 4°C, além de serem

estocadas a -20°C, em meio liquido TSA, acrescido de glicerol 20%.
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Figura 3.1. Densidade populacional estimada pelo nimero mais provavel de
bactérias diazotroficas de dois nichos (endofiticas de raiz e rizosfera) em duas
variedades de cana-de-acucar (RB92579 e RB867515) aos 4 e 10 meses de
cultivo. Letras mindsculas comparam o0s nichos por variedade, letras
maiusculas entre as variedades por tempo de cultivo e os nimeros arabicos
estdo para as médias obtidas para ambas as idades fenoldgicas das plantas.
Médias seguidas por letras ou nimeros iguais nao diferem pelo Teste de Scott-
Knott (p<0,05).

Na tabela 3.2 pode-se observar elevada diversidade nas linhagens
identificadas aos 4 e 10 meses de cultivo. Aos 4 meses meses de cultivo
idenificou-se a presenca de Burkholderia sp., Pantoea sp., Bacillus sp., Erwinia
sp., Stenotrophomonas sp., Enterobacter sp. e Pseudomonas sp. totalizando a
presenca de 7 géneros. Ja aos 10 meses de cultivo foi identificada a presenca
de 6 generos bacterianos, tais como, Burkholderia sp., Pantoea sp.,
Stenotrophomonas sp., Enterobacter sp., Pseudomonas sp. e Dyeila sp.

A distribuicdo das linhagens identificadas aos 4 meses de cultivo, de
acordo com as variedades, foi diversificada, diferentemente ocorreu com as
linhagens identificadas e isoladas aos 10 meses de cultivo, pois pode-se
observar que houve uma tendéncia nas distribuicdo dos géneros de acordo
com as variedade, pois a Pantoea sp. foi mais frequente na RB92579 e a

Enterobacter sp. na RB867515, respectivamente (Tabela 3.2).
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Tabela 3.3. Identificacdo de linhagens bacterianas isoladas de cana soca cultivadas em Pernambuco.

Origem
Linhagem Identificacdo Similaridade % Itijentmcagao do Nicho Variedade Temp_o
anco de dados de cultivo
UAGC 857  Burkholderia sp. 92 S000487836  endofitico de raiz RB92579 4 meses
UAGC 858  Pantoea sp. 88 S001874630  endofitico de raiz RB92579 4 meses
UAGC 863  Bacillus sp. 91 S002418749  endofitico de raiz RB92579 4 meses
UAGC 865  Erwinia sp. 92 S001351587  endofitico de raiz RB92579 4 meses
UAGC 867  Burkholderia sp. 79 S000383215  endofitico de raiz RB867515 4 meses
UAGC 869  Stenotrophomonas sp. 62 S002355610  rizosfera RB867515 4 meses
UAGC 871  Burkholderia sp. 85 S002912729  rizosfera RB867515 4 meses
UAGC 879  Enterobacter sp. 85 S000776530  rizosfera RB867515 4 meses
UAGC 882  Pantoea sp. 84 S000859605  rizosfera RB867515 4 meses
UAGC 890 — — — rizosfera RB92579 4 meses
UAGC 895  Burkholderia sp. 89 S002410252  endofitico de raiz RB92579 4 meses
UAGC 897  Enterobacter sp. 90 S000712429  endofitico de raiz RB92579 4 meses
UAGC 901  Enterobacter sp. 84 S001612963  endofitico de raiz RB92579 4 meses
UAGC 902 Pseudomonas sp. 87 S001016118  endofitico de raiz RB92579 4 meses
UAGC 903  Enterobacter sp. 91 S001796219  rizosfera RB867515 4 meses
UAGC 904  Burkholderia sp. 87 S000135150  rizosfera RB867515 4 meses
UAGC 906  Pantoea sp. 92 S000730947  rizosfera RB867515 4 meses
UAGC 907  Pantoea sp. 93 S000730947  rizosfera RB867515 4 meses
UAGC 908 Pantoea sp. 86 S001610485  rizosfera RB867515 4 meses
UAGC 913  Burkholderia sp. 76 S000135150  rizosfera RB867515 4 meses
UAGC 917 Enterobacter sp. 87 S000013880 rizosfera RB867515 4 meses
UAGC 918 Enterobacter sp. 84 S002033704 rizosfera RB867515 4 meses
UAGC 923 Enterobacter sp. 73 S000769724 rizosfera RB867515 4 meses
UAGC 925  Stenotrophomonas sp. 56 S002355610 rizosfera RB867515 4 meses
UAGC 926  Stenotrophomonas sp. 80 S000859127  rizosfera RB867515 4 meses
UAGC 929  Enterobacter sp. 82 S002409998  rizosfera RB867515 4 meses
UAGC 930  Enterobacter sp. 92 S001198624  rizosfera RB867515 4 meses
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3.3.2. Variabilidade genética bacteriana por BOX-PCR

A técnica do BOX-PCR foi utilizada para avaliar a variabilidade genética
de 77 e 34 isolados bacterianos oriundos da rizosfera e do interior das raizes,
respectivamente, das variedades RB92579 e RB867515, de cana soca aos 4 e
10 meses de cultivo. Foi possivel visualizar bandas entre 100 e 2000pb,
geradas pela utilizacdo do primer BOX A1R que amplificaram sequéncias
repetitivas do DNA gendmico bacteriano. Os perfis de bandas foram analisados
com base na matriz de similaridade genética de Jaccard, sendo possivel
observar, nos dendrogramas gerados (Figuras 3.2 e 3.3), elevada diversidade
bacteriana e baixa similaridade entre os isolados avaliados, independente do
nicho de colonizacéo e variedade avaliada.

Contudo, as linhagens endofiticas Pantoea ananatis, UAGC 862 da
variedade RB92579 e UAGC 880, UAGC 885 da RB867515 aos 4 meses de
cultivo (Figura 2); e os Enterobacter sp., UAGC 960 da RB92579 e as Pantoea
agglomerans e Pantoea sp. da RB867515 endofiticas de raiz e Enterobacter
sp. da rizosfera da RB867515 aos 10 meses de cultivo (Figura 3.3)
apresentaram elevada similaridade genética, acima de 70%.

Os dendrogramas correspondentes aos isolados oriundos dos 4 e 10
meses de cultivo, semelhantemente, foram subdivididos em um grande grupo,
composto por varios subgrupos, que correspondem a 99% das bactérias
isoladas, e outra ramificacdo isolada com apenas uma bactéria, a Bacillus
pumilus e Burlkholderia sp. para 4 e 10 meses de cultivo, respectivamente
(Figuras 3.2 e 3.3).
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Enterobactersp. End. V1
UAG 892 Riz.V1
Enterobactersp. Riz.V2
UAGC 856 End. V1
UAGC 928 Riz.V2
Burkholderiasp. End. V1
UAGC 909 Riz.V2
Burkholderiasp. End. V2
UAGC 921 Riz.V2
Enterobacter sp. Riz.V2
UAGC 924 Riz.V2
Stenotrophromonas sp. Riz.V2
UAGC 931 Riz.V2
Enterobactersp. End. V2
UAGC 886 End. V2
UAGC 890 Riz.V1
UAGC 900 Riz.V2
UAGC 899 Riz.V1
Pseudomonas sp. Riz.V1
Pantoeasp. End. V1
Enterobactersp. Riz.V2
Stenotrophomonas sp. Riz.V2
UAGC 859 End. V1
UAGC 927 Riz.V2
UAGC 932 Riz.V2
UAGC 861 End. V1
UAGC 894 Riz.V1
UAGC 889 Riz.V1
Enterobactersp. Riz.V2
Stenotrophromonas sp. Riz. V1
UAGC 869 End. V2
UAGC 870 End. V2
UAGC 878 End. V2
UAGC 880 End. V2
UAGC 885 End. V2
Enterobacter sp. Riz. V1
UAGC 912 Riz.V2
UAGC 888 Riz.V1
Burkholderiasp. End. V2
UAGC 915 Riz.V2
UAGC 919 Riz.V2
UAGC 920 Riz.V2
UAGC 872 End. V2
UAGC 887 Riz.V1
Pantoeasp. Riz.V1
UAGC 933 Riz.V2
UAGC 875 End. V2
UAGC 911 Riz.V2
Enterobactersp. Riz.V1
UAGC 898 Riz.V1
Burkholderiasp. Riz.V2
UAGC 905 Riz.V2
Pantoeasp. Riz.V2
UAGC 860 End. V1
Enterobactersp. Riz.V2
UAGC 868 End. V1
UAGC 891 Riz.V1
Pantoeasp. Riz.V2
Pantoeasp. Riz.V2
Erwiniasp. End. V1
UAGC 876 End. V2
UAGC 893 Riz.V1
UAGC 922 Riz.V2
Burkholderiasp. End. V2
Burkholderiasp. Riz.V2
UAGC 873 End. V2
UAGC 874 End. V2
UAGC 877
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Pantoeasp. End. V1
UAGC 862 End. V1
UAGC 883 End. Vv2
UAGC 884 End. V2
UAGC 864 End. V1
Bacillus sp. End. V1

Figura 3.2. Dendrograma da diversidade genética de 77 isolados bacterianos
associados a cana soca com 4 meses de idade, realizado pela técnica de BOX-
PCR, e analisados através do coeficiente de Jaccard e pelo método UPGMA
(Unweighted Pair-Group Method withAverage) com bootstrap de 1.000 vezes.

End: endofitica de raiz; Riz: Rizosfera; Variedade RB92579 (V1) e RB867515 (V2).
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Figura 3.3. Dendrograma da diversidade genética de 34 isolados bacterianos
associados a cana soca com 10 meses de idade, realizado pela técnica de
BOX-PCR, e analisados através do coeficiente de Jaccard e pelo método
UPGMA (Unweighted Pair-Group Method withAverage) com bootstrap de 1.000

VEZES. Endofitica de raiz (End); Rizosfera (Riz); Variedade RB92579 (V1) e RB867515 (V2).
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3.3.3. Andlise da comunidade bacteriana independente de cultivo por
DGGE

A analise da comunidade bacteriana independente de cultivo por DGGE,
através dos genes 16S rRNA e do nifH, permitiu o acesso da diversidade
bacteriana total e diazotrofica endofitica de raiz e da rizosfera de plantas de
cana soca cultivadas em Pernambuco. A figura 4 apresenta géis de
poliacrilamida com perfis de bandas dos genes 16S rRNA (figura 3.4 A) e nifH
(figura 3.4 B), obtidos através do uso da técnica DGGE.

Endoitisasdariiy Endofiticas de raiz
endofiticas de raiz r s 1
RB92579 RB92579 " Gaa el ~BB92579
" -~ ”— i
P _ 1 8 ]
" " SRR B
- =
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Figura 3.4. Géis de poliacrilamida com perfis obtidos no DGGE do gene 16S
rRNA (A) e nifH (B) de comunidades bacterianas endofiticas de raiz, presentes
em cana soca das variedades RB92579 e RB867515 aos 4 e 10 meses apos a

primeira rebrota.
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A andlise da comunidade bacteriana por uso da técnica DGGE,
semelhantemente aos resultados obtidos pela técnica de BOX-PCR, evidenciou
elevada diversidade genética da comunidade bacteriana existente na rizosfera
e nas raizes de cana soca das variedades RB92579 e RB867515 das plantas
analisadas, tanto para o gene 16S rRNA e quanto para o nifH (Figuras 3.5 e
3.6). E possivel observar a heterogeneidade existente nos perfis entre as
variedades, tempo de cultivo das plantas e nichos avaliados, bem como, a
baixa similaridade da maioria dos grupos formados (Figura 3.5 e 3.6).
Consequente houve a formacdo de poucos grupos dominantes com elevada
similaridade genética. Similaridade superior a 70% foi observada em
agrupamentos restritos das amostras, como por exemplo, para o gene 16S
rRNA para apenas quatro agrupamentos oriundos da rizosfera (Figura 3.4); e
dois para o gene nifH, oriundos da rizosfera e endofiticos de raiz,
respectivamente.

Na figura 3.5 e 3.6 € possivel observar que as ramificacbes dos
dendogramas foram geralmente subdivididas apartir dos nichos (rizosférico e
endofitico de raiz), sendo este geralmente determinante e de maior importancia
no agrupamento para a formacdo de grupos dominantes, nos quais alguns

possuem elevada similaridade genética.
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Figura 3.5. Dendrograma de similaridade das comunidades bacterianas
baseadas nos perfis obtidos atraves da técnica de DGGE do gene 16S rRNA, e
analisados através do coeficiente de Jaccard e pelo método UPGMA
(Unweighted Pair-Group Method withAverage) com bootstrap de 1.000 vezes.
Os nuameros nos nds indicam a porcentagem de vezes que O grupo
permaneceu no consenso. EN: endofitica de raiz; RZ: rizosfera; V1. RB92579;
V2: RB867515; A: 4 meses; B: 10 meses.
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Figura 3.6. Dendrograma de similaridade das comunidades bacterianas
baseadas nos perfis obtidos atraves da técnica de DGGE do gene nifH, e
analisados através do coeficiente de Jaccard e pelo método UPGMA
(Unweighted Pair-Group Method withAverage) com bootstrap de 1.000 vezes.
Os numeros nos nds indicam a porcentagem de vezes que O grupo
permaneceu no consenso. EN: endofitica de raiz; RZ: rizosfera; V1: RB92579;
V2: RB867515; A: 4 meses; B: 10 meses.
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3.4. DISCUSSAO

A bioprospeccéo por bactérias associadas a plantas de cana-de-acgucar
com carateristicas fisiolégicas envolvidas com a promogdo de crescimento
vegetal e exploragdo desses mecanismos de interacéo bactéria/planta/solo séo
de grande importancia para a melhoria da producéo desta cultura, em particular
na regido Nordestina, tanto como no Estado de Pernambuco, como para o
desenvolvimento de uma agricultura sustentavel. Desta forma, o presente
trabalho contribuiu por meio do isolamento de bactérias potencialmente
fixadoras de nitrogénio e a observacao de elevada densidade populacional nos
diferentes nichos avaliados, fase fenoldgica da planta hospedeira e variedade
avaliadas, corroborando com os trabalhos existentes que relatam a interagéo
de diversas bactérias diazotroficas colonizando diferentes espécies de plantas
em diferentes nichos como a rizosfera (FRANCHE, 2009), epifiticas
(ELMERICH & NEWTON, 2007) e endofiticas de raizes (KUKLINSKY-SOBRAL
et al., 2004; BALDANI & BALDANI, 2005), inclusive em plantas de cana-de-
actcar (MENDES et al., 2007; GASS et al. 2011; CASTRO-GONZALEZ et al.,
2011).

A fixacao bioldgica de nitrogénio (FBN) tem sido estudada em diferentes
espécies de gramineas, tais como plantas de arroz, cana-de-acucar e milho,
encontrando nos nichos avaliados ampla diversidade de bactérias fixadoras de
nitrogénio (BHATTACHARJEE et al., 2008). A densidade e a diversidade dos
micro-organismos que colonizam as raizes influenciam a variacdo das
respostas benéficas do processo simbiotico entre bactéria-planta (WISSUWA et
al., 2009). Em plantas de cana-de-acucar Boddey et al. (2003), Canuto et al.
(2003), Castro-Gonzalez et al. (2011), Taulé et al. (2011), Urquiaga et al.
(2011) observaram que as bactérias diazotréficas, através da FBN contribuem
para a promocao de crescimento vegetal.

O presente trabalho encontrou a presenca de géneros, tais como,
Burkholderia, Pantoea, Bacillus, Erwinia, Stenotrophomonas, Enterobacter,
Pseudomonas e Dyeila em plantas de cana soca, semelhantemente Mendes et
al. (2007) avaliando a diversidade da comunidade endofitica de cana-de-agucar

observou a presenca de Burkholderia sp., Pantoea sp., Pseudomonas sp. e
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Microbacterium sp.; Magnani et al. (2010) isolou de plantas de cana-de-agucar
0 género Pantoea, Enterobacter, Klebisiella, Citrobacter e Pseudomonas. As
espécies bacterianas, Klebsiella sp., Enterobacter sp., Citrobacter sp.,
Pseudomonas sp., Herbaspirillum sp., Bacillus sp., Azospirilum sp.,
Gluconacetobacter sp., Herbaspirillum sp. sdo relatados na literatura como
diazotroficos de plantas, ndo leguminosa, como a cana-de-agucar (FRANCHE
et al., 2009; HAYAT et al., 2010; SAHARAM & NEHRA, 2011).

As ferramentas de biologia molecular tém permitido o acesso da
variabilidade genética microbiana, dependente e independente de cultivo, de
forma a contribuir para o estudo das interacées micro-organismos/planta. As
técnicas que utilizam marcadores moleculares, como, por exemplo, BOX-PCR,
RAPD (random amplification of polymorphic DNA) e ARDRA (Amplifield
Ribosomal DNA resriction Analysis) possibilitam a analise da variabilidade
genética de bactérias fixadores de nitrogénio, no nivel do género e espécie,
como também permitindo a realizacdo de correlagbes entre ambiente estudado
e genotipo microbiano (CHENEBY et al., 2000; ANDREOTE et al., 2008).

Varias analises moleculares que estudam a diversidade genética das
bactérias avaliam a presenca do gene 16S rRNA, pois € um importante gene
para a ecologia microbiana e para a filogenia das bactérias, o0 mesmo
corresponde a uma regido amplamente conservada no ribossoma bacteriano
(WARTIAINEN et al., 2008; ANDREOTE et al., 2009; ZHANG et al. 2011). Li et
al. (2008) estudaram a diversidade genética de bactérias endofiticas em
plantas de soja através da técnica ARDRA, 16S rDNA, e pode observar
elevada diversidade genética apresentando 98 variedades bacterianas que no
BOX-PCR formaram 21 agrupamentos. Similarmente, TORRES et al. (2009)
avaliando a diversidade genética de isolados de Phaseolus vulgaris L. com a
analise de BOX-PCR obtiveram alta variabilidade genética. De acordo com o
abordado, ambos os trabalhos corroboram com a presente pesquisa que
também observou elevada diversidade genética das linhagens bacterianas
analisadas pela técnica do BOX-PCR. Corroborando com o presente estudo
Mendes et al. (2007) observaram a formacé&o de varios grupos genotipicamente
distintos nos isolados endofiticos do colmo, das raizes e rizosféricos de cana-

de-acucar. Mosivand et al. (2009) e Ramos (2011), também avaliaram a
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diversidade genética de plantas de cana-de-aclUcar e observaram elevada
diversidade genotipica dos isolados avaliados.

O PCR-DGGE é uma das técnicas de cultivo independente que
possibilita avaliar a diversidade genética e funcional dos microrganismos
presentes na interacdo solo-planta, e também o0 acesso a variagcdo da
comunidade bacteriana no meio ambiente, quando influenciada por fatores
bidticos e abidticos, na associagdo com planta/microrganismo em ambientes
naturais e agriculturais (SAITO et al. 2007). Ramos (2011) analisando a
diversidade genética bacteriana, da rizosfera e raizes de plantas de cana-de-
acucar cultivadas em Pernambuco, através da técnica de DGGE do gene 16S
rRNA, observou diferentemente do presente trabalho, alta homogeneidade nos
perfis de amplicons das comunidades bacterianas distinguidas.

Em diversas espécies de bactérias os genes nif, entre eles o nifH, sédo
necessarios para sintese e funcionamento da enzima nitrogenase que atua na
FBN, transformando o N, em amo0nia, disponibilizando-o para a planta
(ARNOLD et al., 1988; FRANCHE et al, 2009; ZHAN & SUN, 2011). Resultados
semelhante ao presente trabalho foi encontrado por Romagnoli (2011),
avaliando a diversidade e abundancia de fixadores de nitrogénio de vida livre
(BFNVL) e microrganismos amonio-oxidantes em solos de Mata Atlantica do
Estado de S&o Paulo, observou a partir dos perfis de amplicons ap6s o PCR-
DGGE do gene 16S RNAr de AOA (arquéias amonio oxidantes) e AOB
(bactérias amonio oxidantes) e do gene nifH de BFNVL diferencas estruturais
nas comunidades destes microrganismos, nos solos das trés areas estudadas,
evidenciando a diversidade genética das popula¢cdes bacterianas encontradas.
Resultados semelhantes sao verificados por Coelho et al. (2009) que utilizou o
PCR-DGGE para o gene nifH observou elevada diversidade das comunidades
bacterianas rizosféricas, sendo estas, mais diversificada que a do solo.

Diante dos resultados e da discussdo comparativa tornou-se evidente e
comprobatéria a elevada densidade populacional bacteriana, além da alta
diversidade encontrada independente dos nichos, variedade e tempo de cultivo

da cana-de-acgucar no presente trabalho e nos argumentos relatados.
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3.5. CONCLUSOES

A densidade populacional de bactérias diazotroficas é elevada no habitat
rizosférico e endofitico de raiz, independente do tempo de cultivo e das
variedades RB92579 e RB867515 de cana soca avaliadas.

Foi observado em plantas de cana soca a presenca de géneros
bacterianos, tais como, Burkholderia, Pantoea, Bacillus, Erwinia,
Stenotrophomonas, Enterobacter, Pseudomonas e Dyeila.

Bactérias potencialmente fixadoras de nitrogénio, associadas a plantas
de cana soca cultivadas em Pernambuco, apresentaram elevada variabilidade
genética pela técnica de BOX-PCR.

A técnica de PCR-DGGE para o gene 16S rRNA e nifH de cultivos de
cana soca das variedade RB92579 e RB867515, aos 4 e 10 meses de cultivos
apos a primeira rebrota, apresentou elevada diversidade genética nos

agrupamentos formados.
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4. CAPITULO 2

Caracterizacao fisioldgica bacteriana e reinoculacédo de
bacterias diazotroficas em variedades de cana-de-

acucar
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LIMA, DANUBIA RAMOS MOREIRA DE. MSc. Universidade Federal Rural de
Pernambuco, Fevereiro de 2012. Capitulo 2. Caracterizacdo fisioldgica
bacteriana e reinoculacdo com bacterias diazotroficas em plantas de cana-de-
acucar. Orientadora: Profa. Dra. Julia Kuklinsky Sobral. Conselheiro: Prof. Dr.

Fernando José Freire.

RESUMO

Para a agricultura € importante ampliar o conhecimento sobre a
interacdo dos micro-organismos com plantas, para que seja possivel obter
beneficios econdbmicos e ambientais, como por exemplo, reducéo de custo com
fertilizantes, lixiviagcdo de nitrogénio, promocao de crescimento vegetal. Diante
desta perspectiva, este trabalho teve como objetivos caracterizar
fisiologicamente bactérias, isoladas da rizosfera e endofiticas de raiz de cana
soca, quanto ao potencial para a fixagdo bioldégica de nitrogénio (FBN),
producdo do acido indol acético (AlA), indice de solubilizacdo de fosfato
inorganico (IS), producdo de quorum sensing (QS) assim como selecionar
isolados para avaliagdo da promoc¢ao do crescimento de plantas de cana, em
casa de vegetacdo. Foram avaliadas 125 linhagens bacterianas oriundas do
solo rizosferico e de raizes de plantas de cana soca das variedades RB92579 e
RB867515, destas 78 e 47 linhagens foram obtidas aos 4 e 10 meses de
cultivo, respectivamente. As bactérias foram avaliadas quanto a capacidade de
crescer em meio NFb para a FBN, quanto a capacidade de produzir AIA por
método colorimétrico, quanto a capacidade de solubilizacdo de fosfato
inorganico pela estimativa do IS em meio contendo fosfato de calcio, e a
capacidade de produzir molécula QS detectada pelo biossensor Agrobacterium
tumefaciens NTL4. Dez isolados foram selecionados para o teste de promocgé&o
de crescimento vegetal e avaliados para a FBN em diferentes fontes de
carbono e pH, sob concentracdes crescentes de NaCl e presencga do pesticida
fipronil; o IS em diferentes fontes de carbono e a producéo de AIA na auséncia
de L-triptofano. As dez linhagens bacterianas (UAGC 857, 858, 865, 867, 869,
890, 895, 903, 904 e a 913 pertencentes ao género Burkholderia, Pantoea,
Erwinia, Burkholderia, Stenotrophomonas, n&o identificado, Burkholderia,

Enterobacter, Burkholderia e Burkholderia, respectivamente) foram
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reinoculados em rebolos de cana-de-acUcar em casa de vegetacao, onde foi
avaliado a promog&o de crescimento das plantas. Foi observado nos resultados
que as 125 linhagens bacterianas isoladas de plantas soca de cana-de-agucar
possuem alta variabilidade funcional e elevada frequéncia, com percentuais de
97,6%, 100%, 80,8% das linhagens bacterianas, oriundas das variedades
RB92579 e RB867515 do habitat rizosférico e endofitico de raiz, foram capazes
de realizar a FBN, AlA, IS, respectivamente. No experimento de reinoculacéo, é
importante ressaltar que os valores médios dos tratamentos que evidenciaram
diferenca estatistica, em relacdo as plantas do tratamento controle,
apresentaram médias superiores a 50% e 100% de diferenca para a massa
fresca e seca da parte aérea e da raiz, respectivamente; e o nimero de
perfilhos, em alguns tratamentos, chegaram a duplicar e triplicar os valores,
para as variedades RB92579 e RB867515, respectivamente. As linhagens
avaliadas exibiram funcionalidade variada e elevada, além de capacidade para
0 potencial de promocéao de crescimento vegetal.

Palavras-chave: acido indol acetico, promocéao de crescimento vegetal, fixacao

biolégica de nitrogénio, solubilizacdo de fosfato inorganico.
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ABSTRACT

For agriculture it is important to increase knowledge about the interaction
of micro-organisms in plants, so that it is possible to obtain economic and
environmental benefits, such as cost reduction with fertilizers, leaching of
nitrogen, plant growth promotion. Given this perspective, this study aimed to
characterize physiologically bacteria, isolated from the rhizosphere and
endophytic root ratoon cane, about the potential for biological nitrogen fixation
(BNF), production of indole acetic acid (IAA), rate of solubilization of inorganic
phosphate (IS), production of quorum sensing (QS) as well as select isolates for
evaluation of growth promotion of sugar cane plants in the greenhouse. We
evaluated 125 bacterial  strains derived from the rhizosphere and roots
of plants of sugar cane ratoon and RB867515 variety RB92579, 78 and 47 of
these strains wereobtained at 4 and 10 months of cultivation, respectively.
Bacteria were evaluated how the ability to grow in a Nfo medium to BNF, the
ability to produce by IAA colorimetric method, and the ability of inorganic
phosphate solubilization by estimating the IS in a medium containing calcium
phosphate, and the ability to produce the QS biosensor detected by
Agrobacterium tumefaciens NTL4. Ten isolates were selected for the test for
promoting plant growth and to BNF evaluated in different carbon sources, and
pH in increasing concentrations of NaCl and presence of the pesticide fipronil;
IS different sources of carbon and the production in the absence of I1AA L-
tryptophan. The ten bacterial strains (UAGC 857, 858, 865, 867, 869, 890, 895,
903,904 and 913 belongingto the genus Burkholderia, Pantoea, Erwinia,
Burkholderia, Stenotrophomonas, unidentified, Burkholderia, Enterobacter,
Burkholderia and Burkholderia, respectively) were reinoculated on wheels of
sugar cane in a greenhouse, which assessed the promotion of plant growth. It

was observed that the results in 125 bacterial strains isolated from sugar cane
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plants ratoon are high functional variability and high frequency, with
percentages of 97.6%, 100%, 80.8% of bacterial strains, originating from
varieties RB92579 and RB867515 habitat rhizospheric and endophytic root,
were able to perform the BNF, AIA, IS, respectively. Reinoculation experiment,
it is important to note that the mean values of treatments that showed a
statistically significant difference compared to control plants, had averages
above 50% and 100% difference for the fresh and dry shoot and root,
respectively, and the number of tillers, in some treatments, reached double and
triple values, for the varieties RB92579 and RB867515, respectively. The lines
evaluated exhibited high functionality and varied, and the potential capacity for

growth promotion.

Keywords: indol acetic acid, plant growth promotion, nitrogen fixation,

solubilization of inorganic phosphate.
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4.1. INTRODUCAO

A interacdo entre bactérias e plantas ocorre em diferentes nichos, no
solo perto da superficie das raizes (comunidade rizosférica) ou no interior das
plantas (comunidade endofitica) (HARTMANN et al. 2008) nos distintos 6rgaos
(raiz, caule, folha e flores), podendo -contribuir beneficamente para o
crescimento e desenvolvimento vegetal (ANDREOTE, 2009; TAURIAN et al.,
2010; SOUZA et al., 2011).

Durante as interacdes benéficas, em que as bactérias beneficiam de
alguma forma a planta hospedeira, as bactérias endofiticas e rizosféricas
podem exercer diversas funcdes, tais como a fixacdo biolégica de nitrogénio
(FBN), producdo de fitohormbénios, como o acido indol acético (AIA),
solubilizacdo de fosfato inorganico, entre outras, sendo potencias promotoras
do crescimento das plantas (KINKEL et al.,, 2000; STURZ et al.,, 2000;
PEDRAZA, 2008; TAULE et al., 2011; FERRARA et al., 2011).

Atualmente, tém sido realizados diversos estudos avaliando a
associacdo desses microrganismos promotores de crescimento vegetal em
plantas de diferentes espécies, como morango (DIAS et al., 2009), cana-de-
acucar (FERRARA et al., 2011), milho (HUNGRIA et al., 2010), soja (ZANG et
al., 2011). De acordo com Dias et al. (2009), a promocéo do crescimento das
plantas, por isolados bacterianos, mostraram correlacdo com AIA e a
solubilizacdo do fosfato em plantas de morango, proporcionando aumento do
namero de folhas, comprimento e massa seca das raizes e parte aérea. Taulé
et al. (2011), observaram que bactérias potencialmente fixadoras de nitrogénio,
guando reinoculadas apresentaram significancia na FBN para variedades de
cana-de-agucar.

Em particular para a agricultura, & importante ampliar o conhecimento
sobre o uso de microrganismos no solo e em associacdo com 0s vegetais,
podendo assim, obter beneficios (ROECH et al.,, 2010), econdmicos e
ambientais, como por exemplo, reducdo de custo com fertilizantes, diminuir a

lixiviacdo de nitrogénio (KENNEDY et al., 2004, Roech et al., 2010) e promover
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o crescimento vegetal (DIAS et al., 2009; HUNGRIA et al., 2010; ZANG et al.,
2011).

Para tanto, € necessario a realizacdo de pesquisas que estudem a
interacdo bactéria-solo-planta possibilitando fornecer subsidios para o uso na
producao agricola e surgimento de técnicas alternativas que tenham viabilidade
financeira e sustentabilidade ambiental. Diante deste contexto, este trabalho
teve como objetivos caracterizar funcionalmente bactérias, isoladas da
rizosfera e endofiticas de raiz de cana soca, quanto ao potencial para producao
de acido indol acético, solubilizacdo de fosfato inorganico, producédo de quorum
sensing, assim como selecionar isolados promissores para a promocdo do
crescimento vegetal e avaliar sua interagdo com plantas de cana em casa-de-

vegetacao.

4.2. MATERIAL E METODOS

4.2.1. Isolados bacterianos

Foram avaliadas 125 bactérias associadas a plantas de cana-de-acUcar,
sendo isoladas de plantas com 4 e 10 meses de cultivo, apds a primeira
rebrota, com 47 e 21 oriundas da rizosfera, e 31 e 26 endofiticas de raiz,
respectivamente. As plantas de cana soca das variedades RB92579 e
RB867515 foram coletadas na Estacdo Experimental de Cana-de-Ac¢Ucar de
Carpina, da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE),
Carpina/Pernambuco (7°51°03”S e 35°15’°17”0), nos meses de novembro de
2010 e setembro de 2011.

Esses isolados sé@o pertencentes a colegcdo de culturas microbianas do
Laboratério de Genética e Biotecnologia Microbiana (LGBM) da Unidade
Académica de Garanhuns (UAG/UFRPE), sdo bactérias fixadoras de
nitrogénio, pois foram isoladas em meio semi-solido, isento de fonte
nitrogenada (NFb), segundo Dobereiner et al. (1995), para mais detalhes

consultar o capitulo 1.
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4.2.2. Capacidade para fixagao de nitrogénio

Apesar das bactérias avaliadas terem sido isolados em meio NFb,
segundo Dobereiner et al. (1995), todos os isolados foram novamente
repicados em meio sem fonte nitrogenada para confirmacédo do potencial para
fixacdo de nitrogénio in vitro e comparados com o controle positivo (Burkholderia
sp.) oriundo da colegdo microbiana do Laboratdrio de Genética e Biotecnologia
Microbiana da Unidade Académica de Garanhuns, Campus da Universidade
Federal Rural de Pernambuco(LGBM/UAG-UFRPE).

A partir de col6nias isoladas, 100 yL de cultura bacteriana foram
inoculadas em triplicatas, em meio semi-solido NFb, seletivo para bactérias
diazotréficas, e incubados a 28°C, por 8 dias, e repicadas para novos tubos
com meio semi-solido NFb e incubadas por mais 8 dias (Dobereiner et al.,
1995).

Dez bactérias selecionadas para o experimento de promoc¢do de
crescimento vegetal, descrito a seguir no topico 4.3.5., foram avaliadas quanto
a influéncia da fonte de carbono, da salinidade e do pesticida fipronil
(inseticidade largamente utilizado nos canaviais de Pernambuco) sobre a
capacidade de crescimento em meio semi-sélido NFb.

Para isso, 0 mesmo procedimento acima relatado foi realizado
diferenciando-se os seguintes fatores no meio de cultura: ensaio 1 — diferentes
concentracdes de NaCl (0; 2,5; 5,0; 7,5 e 10%); ensaio 2 - diferentes fontes de
carbono (sacarose e acido malico) X diferentes pHs (5,5 e 6,8); ensaio 3 —
diferentes concentracdes de fipronil (0, 100, 200 e 400 g/ha, sendo 200g/ha a

dose recomendada para o campo.

4.2.3. Selecao de bactérias produtoras de acido indol acético

A selecdo de bactérias produtoras de &cido indol acético (AIA) foi
realizada por meio de método colorimétrico especifico para caracterizar a
quantificacdo da producdo do fitohormoénio (CROZIER et al., 1988). Colbnias
isoladas foram inoculadas em meio liquido TSA 10% (Trypcase Soy Agar) (1,5
g/L de triptona; 0,5 g/L de peptona de soja; 1,5 g de NaCl; pH 7,3) e mantidas
por 24h em agitagdo constante, posteriormente 10 pyL deste indculo foram

reinoculados, em triplicata, em meio TSA liquido suplementado com 5 mM de
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L-triptofano. Apds 24h de agitacdo constante (140rpm), 2 mL do cultivo
bacteriano foram centrifugados por 5 minutos a 11764g , em seguida 1400 pL
do sobrenadante foram acrescidos de 600 yL do reagente de Salkowski (2% de
FeCl; 0,5M em 35% de acido perclorico), incubados, na auséncia de luz, por
30min a 28° C. O resultado positivo foi caracterizado pela formacdo de uma
coloragdo résea, o qual foi quantificado através do espectrofotbmetro em
comprimento de onda de 530 nm. A concentragcédo do AlA foi estimada por meio
de uma curva padrdo previamente estimada, utilizando valores conhecidos de
AlA sintético (Vetec) 0; 50; 100; 150; 200; 250; 300 e 350 pg mL™, em meio de
cultura esterilizado néo inoculado (BARBOSA, 2010; ARAUJO & GUERREIRO
2010; BALDOTTO et al., 2010). Foi utilizada como controle positivo a linhagem
EN303 (Pseudomonas oryzihabitans), bactéria endofitica de soja que €
produtora de auxina (KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2004).

Dez bactérias selecionadas para o experimento de promocdo de
crescimento vegetal, descrito a seguir no tépico 4.3.5, foram avaliadas quanto a
capacidade de produzir AIA sem a presenca de triptofano no meio de cultura,
ou seja, por via metabdlica alternativa a que nao utiliza o triptofano como
precursor. Para isso, 0 mesmo procedimento acima relatado foi realizado,

diferenciando-se, apenas, no ndo acréscimo do L-triptofano em meio TSA.

4.2.4. Selecao de bactérias solubilizadoras de fosfato inorganico in vitro

A avaliacdo da capacidade de bactérias em solubilizar fosfato
inorganico, in vitro, foi realizada por meio de inoculacdo dos isolados
bacterianos, em triplicata, a partir de colénias isoladas, em meio de cultura
sélido contendo fosfato de célcio insoltvel (10g/L de glicose; 5 g/L de NH4CI; 1
g/L de MgS0,4.7H,0; 4 g/L de CaHPO,; 15 g/L de Agar; pH 7,2), incubadas a
28°C por 72h. A formagéo do halo, area clara ao redor das colbnias, indicou a
solubilizagdo do fosfato e possibilitou calcular o indice de solubilizacéo (IS),
que expressa a relacdo do didmetro meédio do halo de solubilizacdo pelo
didmetro médio do halo da colbnia.

Dez bactérias selecionadas para o experimento de promocdo de
crescimento vegetal, descrito a seguir no topico 4.3.5., foram avaliadas quanto
a influéncia da fonte de carbono na capacidade de solubilizar fosfato

inorganico. Para isso, o mesmo procedimento acima relatado foi realizado,
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diferenciando-se apenas as fontes de carbono no meio de cultura (10 g/L):

glicose; sacarose e manitol.

4.2.5. Selecao de bactérias produtoras de quorum sensing

A selecdo de bactérias produtoras de quorum sensing do tipo N-acil
homoserinas lactonas (AHL) foi realizada por bioensaio com utilizacdo da
bactéria Agrobacterium tumefaciens NTL4 (pZLR4), biossensor de AHLs
(SZENTHE & PAGE, 2002; QUECINE, 2010). A A. tumefaciens foi inoculada
linearmente na extremidade de placas de Petri contendo meio LB (Luria
Bertani), acrescido de 10 ug.mL™ de X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-
galacto-pyranoside) por toda a superficie. Os isolados bacterianos, associados
a plantas de cana-de-acucar, foram inoculados transversalmente a A.
tumefaciens, e as placas foram incubadas 28° C por 48 horas. A linhagem
biossensor de A. tumefaciens contém o promotor TraR (fusdo do gene TraG ::
LacZ), que regula a expressao do operon da LacZ. O quorum sensing AHLs se
ligam ao promotor TraR e ativam a expressdo do gene LacZ, tendo como
resultado a codificacdo da enzima [(-galactosidase, a qual quebra a molécula
X-gal, tornando a célula azul (SZENTHE; PAGE, 2002). Portanto, a observacao
de colénias de A. tumefaciens com pigmentacdo azul indicou a producdo de
AHLs pelos isolados bacterianos avaliados, indicando o potencial para

formacdao de biofilme microbiano.

4.2.6. Avaliagdo da promocdo de crescimento vegetal por bactérias
associadas a plantas de cana soca

Dez bactérias foram selecionadas para o teste promogdo de
crescimento de plantas de cana-de-acucar, baseado na capacidade de crescer
em meio livre de fonte nitrogenada, produzir acido indol acético, quorun
sensing e de solubilizar fosfato inorganico.

A partir de colbnias isoladas, as 10 bactérias (UAGC 857, 858, 865, 867,
869, 890, 895, 903, 904 e a 913) foram repicadas em meio TSA liquido, sob
agitacdo constante (120rpm) por 18h. Em seguida, as culturas bacterianas
foram diluidas em solugédo tampé&o PBS (8 g/L de NaCl; 0,2 g/L de KClI; 1,44 g/L
de Na;HPO,; pH 7,4) de forma a atingir densidade optica (DOggonm) de 0,0095.

66



O material diluido foi acrescido com 50 pg/mL do fungicida Cercobin 700
(Thiophanate Methyl), os rebolos de cana-de-agUcar das variedades RB92579
e RB867515 foram imersos e deixados por aproximadamente 30 minutos e a
cada 10 minutos o material foi agitado manualmente. Apos este periodo, os
rebolos foram plantados utilizando dez repeticbes para cada um dos 12
tratamentos impostos a cada variedade de cana (RB92579 e RB867515),
dispostos em linhas com aproximadamente 10 cm de distancia, distribuidos
aleatoriamente: T1 - testemunha / sem in6culo bacteriano; T2 — Composicéo de
isolados bacterianos (solucdo com as concentracfes iguais das bactérias
UAGC 857, UAGC 867, UAGC 903 e UAGC 913); T3 - UAGC 867; T4 - UAGC
857; T5 — UAGC 858; T6 — UAGC 865; T7 — UAGC 869; T8 — UAGC 890; T9 —
UAGC 904; T10 — UAGC 913; T11 — UAGC 895; e T12 — UAGC 903. Sendo
acrescentado a identificacdo de cada variedade de cana utilizada: V1
(RB92579) e V2 (RB867515).

O canteiro, em casa de vegetacdo, foi constituido por uma camada de
solo franco arenoso (Figura 4.1) (3 cm), uma de brita (3 cm) e outra de solo
franco arenoso (20 cm) (Tabela 1) com as seguintes dimensdes de 1,3 m x 3,5
m x 0,20 m. As plantas foram mantidas em condi¢cdes hidricas satisfatérias,
regadas diariamente duas vezes ao dia.

Para avaliar a promocédo de crescimento nas plantas de cana-de-acucar
reinoculadas com diferentes linhagens bacterianas, foram mensuradas
variaveis fisioldgicas no final do periodo experimental (90 dias apds o inoculo)
tais como: indice de germinacdo, através da contagem dos rebolos que
apresentavam cerca de 1,5 cm; niumero de folhas, estabelecendo-se apenas
folnas completamente expandidas e verdes; numero de perfilhos; altura da
planta, medida com o auxilio de uma trena; diametro do colmo, mensurado
com o auxilio de um paquimetro manual de precisdo de 1 mm; massa fresca
da parte aérea e das raizes, pesada logo ap6s o término da fase experimental
em casa de vegetacdo; e massa seca da parte aérea e das raizes, apos

secagem em estufa a 60°C por 72 horas.
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Tabela 4.1: Propriedades quimicas e fisicas do solo que foi utilizado no ensaio experimental de promoc¢ao de cresciemnto

vegetal, em casa de vegetacdo, de plantas de cana-de-acglcar das variedades RB92579 e a RB867515.

Quimica Fisica
pH P K Na Ca Mg Al H+Al SB CTC Vi Areia  Silte Argila Classe textura
MO KG™ e, emOle KG™oveeeeeeeeeeeee, % e gKg
6,1 2,67 0,16 0,26 130 0,90 0,05 1,65 2,62 427 614 798,7 19,2 1820 Franco arenosa
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4.2.7. Analise estatistica

Os dados do indice de solubilizagédo de fosfato, producao do acido indol
aceético, germinacéo, n° de folhas, n° de perfilhos, altura da planta, diametro do
caule, massa fresca e seca da parte aérea e das raizes foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA), e as médias comparadas por meio do teste de
Scott-Knott (P<0,05) pelo o software estatistico SISVAR® vers&o 5.3.

O teste do qui-quadrado (x?), com probabilidade de 5%, foi utilizado para
verificar a possivel influéncia dos nichos e variedades de cana-de-acucar sobre
a expressao funcional bacteriana quanto a realizacdo da fixacdo biolégica de
nitrogénio (FBN), producdo de moléculas quorum sensing AHLSs, acido indol
acético (AIA) e solubilizacédo de fosfato inorgéanico.

4.3. RESULTADOS

4.3.1 Capacidade para fixacado de nitrogénio

Dentre as 125 bactérias avaliadas, 97,6% dos isolados foram capazes
de formar um halo de crescimento bacteriano, caracteristico de diazotrdficas,
em meio semi-sélido NFb (Figura 4.1), por duas vezes consecutivas,
reforcando o potencial para a fixacdo bioldgica de nitrogénio in vitro.
Considerando-se o periodo de cultivo da planta hospedeira, 100% e 93,6% das
bactérias isoladas de plantas de cana soca com 4 e 10 meses de cultivo,

respectivamente, foram capazes de se desenvolverem em meio NFb.

Figura 4.1. Teste de fixacdo biolégica de nitrogénio in vitro em meio de cultura

NFb. A: controle negativo, UAGC 980 (Dyella sp.), crescimento bacteriano sem
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formacdo do halo bacteriano; B: teste positivo realizado com o isolado UAGC
857 (Burkholderia sp.), com crescimento bacteriano em forma de halo claro e

modificagdo da cor do meio, indicanto alteragéo no pH.

4.3.2. Bactérias produtoras de acido indol acético

A selecdo de bactérias produtoras de AlA, via dependente de triptofano,
foi realizada com bactérias isoladas de plantas com 4 meses de cultivo,
totalizando 78 bactérias avaliadas. Foi observado que 100% das bactérias
foram capazes de produzir AlIA in vitro e que apresentaram variabilidade na
expressao fenotipica desta caracteristica.

A quantificagdo da producgao de AlA por isolados bacterianos associados
a rizosfera de plantas de socas de cana-de-agucar com 4 meses de cultivo, foi
subdividida em 5 grupos, de acordo com as diferencas significativas
observadas no teste de producdo média: valores médios nos intervalos de 77 -
82 pg/mL (1° grupo), 55 - 65 yg/mL (2° grupo), 34 — 52 pg/mL (3° grupo), 17 -
33 pg/mL (4° grupo), 3 -14 pg/mL, (5° grupo) (Figura 4.2.A).

Em relacdo as endofiticas de raizes, os isolado se subdividiram em 4
grupos: valores médios nos intervalos de 90 -103 pg/mL (1° grupo), 51 - 67
pg/mL (2° grupo), 32 - 45 ug/mL (3° grupo), 2 -17 ug/mL (4° grupo) (Figura 2B).
O 3° grupo e o0 4° grupo possuem os isolados que produziram AIA em menor
guantidade, e nestes foi observado maior frequéncia de bactérias rizosféricas
oriundas da variedade RB867515. Também foi possivel observar que o grupo 1
possui 0 menor nimero de representantes, no entanto, neste encontra-se as
bactérias UAGC 888, da variedade RBRB92579, e UAGC 907, da RB867515,
que apresentaram maior nivel de producéo de AIA (Figura 4.2).

De forma geral, apenas trés isolados produziram AIA em quantidade
maior que 90 ug/mL, UAGC 861 e UAGC 866, oriundas da variedade RB92579;
e UAGC 870, oriunda da variedade RB867515 (Figura 4.2).
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4 meses de cultivo
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Figura 4.2. Quantificacdo da producdo de &cido indol acético, em meio TSA liquido com o acréscimo de L-triptofano, de

(RB92579, RB867515)

-acucar
com 4 meses apOs a primeira rebrota. Letras minUsculas para os diferentes nichos de forma isolada e as maiusculas

bactérias associadas a rizosfera (A) e endofiticas de raiz (B) de duas variedades de cana-de

comparando todas as médias, independente dos nichos avaliados. Médias seguidas por letras iguais nao diferem pelo teste

de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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4.3.3. Bactérias solubilizadoras de fosfato inorganico in vitro

Dentre as 125 bactérias avaliadas, 80,8% dos isolados foram capazes
de solubilizar fosfato inorganico, em meio de cultura solido acrescido de fosfato
de calcio (Figura 4.3). Considerando-se o periodo de cultivo da planta
hospedeira, 89,7% e 65,9% das bactérias isoladas de plantas de cana soca
com 4 e 10 meses de cultivo, respectivamente, foram capazes de solubilizar
fosfato. Quando considerado o nicho de colonizacdo bacteriana, 84,2% das
bactérias endofiticas de raiz e 77,9% da rizosféricas foram capazes de

solubilizar fosfato inorganico.

Figura 4.3. Solubilizacdo de fosfato inorganico por isolados bacterianos
numerados de 1 a 6, referentes aos isolados UAGC 854, 855, 856, 859, 860,
861, oriundos da rizosfera e endofiticos de raiz de plantas de cana soca. A
presenca de area clara ao redor da col6nia bacteriana indica a solubiliza¢do do
fosfato.

A avaliacdo semi-quantitaiva da solubilizacdo de fosfato inorgéanico em
meio de cultura sélido foi realizado por meio da estimativa do indice de
solubilizacédo (I1S). Como na quantificacdo da producédo do AIA, as bactérias
associadas a plantas de cana soca também apresentaram variabilidade na
expressao da solubilizagéo do fosfato (figuras 4.4.A e 4.4.B).

Dentres as bactérias isoladas de plantas de cana com 4 meses de
cultivo, foi observado que o indice de solubilizacdo de fosfato inorganico do

isolado UAGC859, rizosférica da variedade RB92579, apresentou maior indice
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de solubilizacdo de fosfato, logo em seguida desta destacam-se das demais a
UAGC913 e UAGC916 da RB867517; UAGC896, UAGC900 e UAGC902 da
RB92579 (Figura 4.4). Contudo, entre as bactérias isoladas de plantas com 10
meses, foi observado que os maiores valores de IS para isolados da variedade
RB867515, a UAGC940 oriunda da rizosfera; e UAGC968 e UAGC971
endofiticas de raiz.

As bactérias solubilizadoras de fosfato, associadas a rizosfera de plantas
com 4 meses de cultivo subdividiram-se em trés intervalos de valores, de
acordo com o indice de solubilizacéo: alto (2,7 - 3,5); médio (2,0 - 2,5) e baixo
(1,0 - 1,8) (Figura 4.4.A). Essas bactérias endofiticas de raiz formaram um
grupo a mais, apresentando maior variabilidade nos intervalos do IS: muito alto
(4,34) com apenas a linhagens UAGC 859, alto (1,9 - 2,3), médio (1,5 -1,8) e
baixo (1,0 - 1,3) (Figura 4.4.B).

Dentre as bactérias isoladas de plantas com 10 meses de cultivo, foi
observado que os isolados podem ser agrupados, de acordo com o IS, em 3
niveis de solubilizacdo de fosfato, em ambos os nichos: alto (> 3), médio (2,5 -
2,9) e baixo (< 2,4) (Figura 4.5). ApoOs essa descricao, pode-se observar que
os valores médios do indice de solubilizagdo de fosfato, de forma geral,
variaram entre 1,0 e 3,9 (Figura 4.4 e 4.5).
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10 meses de cultivo
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4.3.4. Bactérias produtoras de quorum sensing AHLs

Foram avaliadas 125 bactérias quanto a capacidade de produzir
moléculas quorum sensing AHLs, por meio da bactéria Agrobacterium
tumefaciens NTL4 (pZLR4), biossensor de AHLs, que apresenta coloracao
azulada na presenca de AHLs (Figura 4.6).

Figura 4.6. Deteccdo da producdo de quorum sensing do tipo N-acil
homoserinas lactonas (AHL) pro meio da producdo de coloracdo azul da
bactéria Agrobacterium tumefaciens NTL4(pZLR4), inoculada horizontalmente.
A — bactéria negativa (UAGC 940) e B — bactéria positiva (UAGC 858
denominada Pantoea sp. ) para a producéo d e AHLs.

Foi observado que apenas 37,6% das bactérias avaliadas foram
capazes de produzir AHLs, nas condi¢des utilizadas. Quando considerado o
tempo de cultivo das plantas hospedeiras, foi observado maior frequéncia de
bactérias produtoras de AHLs entre os isolados de cana com 10 meses
(48,9%) do que com 4 meses (30,7%). Além disso, foi observado que a maior
(56,2%) e menor (17,6%) frequéncia de bactérias positivas estavam entre os
isolados endofiticos de raiz de plantas da variedade RB867515, com 10 e 4

meses de cultivo, respectivamente.
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4.3.5. Promocao de crescimento vegetal por bactérias associadas a
plantas de cana soca

Dez bactérias (Tabela 4.2) foram selecionadas para o teste promoc¢éo de
crescimento de plantas de cana-de-acucar, todas expressando a capacidade
de crescer em meio livre de fonte nitrogenada, de produzir acido indol acético e
quorun sensing, e de solubilizar fosfato inorganico, além de terem sido

analisadas pela técnica de BOX-PCR (ver capitulo 1).

Tabela 4.2. Origem e identificacdo de bactérias associadas a plantas de cana
soca com capacidade de crescer em meio livre de fonte nitrogenada, de

produzir &cido indol acético e quorun sensing e de solubilizar fosfato

inorganico.
Origem
Linhagem Identificac&o Nicho Variedade TiTI?i(\)/(()je
UAGC 857 Burkholderia sp. endofitico de raiz RB92579 4 meses
UAGC 858 Pantoea sp. endofitico de raiz RB92579 4 meses
UAGC 865 Erwinia sp. endofitico de raiz RB92579 4 meses
UAGC 867 Burkholderia sp. endofitico de raiz RB867515 4 meses
UAGC 869 Stenotrophomonas sp. endofitico de raiz RB867515 4 meses
UAGC 890 — rizosfera RB92579 4 meses
UAGC 895 Burkholderia sp. endofitico de raiz RB867515 4 meses
UAGC 903 Enterobacter sp. rizosfera RB867515 4 meses
UAGC 904 Burkholderia sp. rizosfera RB867515 4 meses
UAGC 913 Burkholderia sp. rizosfera RB867515 4 meses
Essas 10 bactérias foram avaliadas quanto a influéncia da fonte de

carbono, da

salinidade e do pesticida fipronil sobre a capacidade de

crescimento em meio semi-solido NFb, quanto a influéncia de diferentes fontes
de carbono sobre a capacidade de solubilizacdo de fosfato inorgéanico e a
capacidade de produzir AIA via dependente e independente de triptofano
(Tabela 4.3).
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Foi observado que nenhuma das dez bactérias avaliadas foram capazes
de crescer em meio NFb com 7,5% e 10% de NaCl, indicando influéncia
negativa sobre o carater diazotréfico dos isolados. Contudo, quatro isolados
(UAGC 858, UAGC 869, UAGC 890 e UAGC 903) toleraram até 2,5 de NaCl no
meio NFb e outros quatro isolados toleraram até 5 de NaCl (UAGC 858, UAGC
865, UAGC 869 e UAGC 903) (Tabela 4.3). Com relagéo a influéncia da fonte
de carbono sobre o crescimento em meio NFb, foi verificado que todas as 10
bactérias foram capazes de crescer em meio NFb com diferentes fontes de
carbono (sacarose e acido malico) em pHs 5,5 e 6,8. Contudo, quando avaliado
o efeito de diferentes concentracdes do pesticida fipronil, apenas a bactéria
UAGC 903 demonstrou sensibilidade a todas as concentragdes do cupinicida,
sendo inibido totalmente seu crescimento no meio NFb. O isolado UAGC 867
foi capaz de crescer em meio sem fonte nitrogenada na presenca de 100g/ha
do fipronil, sendo inibido nas concentracbes 200 e 400 g/ha. As outras 8
bactérias expressaram a funcionalidade para a FBN na presenca de diferentes
concentracdes do pesticida fipronil (Tabela 4.3).

A fonte de carbono influenciou a solubilizacdo de fosfato inorganico das
10 bactérias avaliadas, sendo observado que na presenca da glicose, sacarose
e manitol, como substrato no meio de cultura, obteve-se 100%, 80% e 10% de
funcionalidade para a caracteristica avaliada, respectivamente. O maior indice
de solubilizacdo foi observado na UAGC 890, que diferiu estatisticamente das
demais bactérias, em meio com glicose como fonte de carbono, para o meio
com fonte de sacarose as médias do IS das bactérias solubilizadoras néo
apresentaram diferenca significativa (Tabela 4.3).

A producao do AIA com e sem a presenca do L-triptofano foi observado
em 100% das linhagens avaliadas, observando valores médios que variaram
de 2,87 - 64,94 e 0,09 - 1,50 ug/mL, respectivamente, sendo notério que a
maiores medias para a producdo de AIA foram obtidos na presenca de L-
triptofano. (Tabela 4.3).
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Tabela 4.3. Caracterizacdo funcional de 10 bactérias, associadas a plantas de cana soca, em meio NFB com diferentes
concentracdes de NaCl (0%; 2,5%; 5%; 7,5% e 10%) e do pesticida fipronil (100 g/ha, 200 g/ha, 400g/ha),e com duas fontes
de carbono (sacarose e &cido mélico) em pH 6,8 e pH5,5, indice de solubilizacdo de fosfato de célcio com trés fontes de

carbono (glicose, sacarose e manitol), e producéo do acido indol acético (AlA) na auséncia do L-triptofano (trip).

Potencial fixagdo biolégica de nitrogénio — meio NFb

IS de fosfato de célcio

AlA AlA
Linhagens Identificagéo NaCl (%) Sacarose Acido malico | Fipronil (g/ha) Fonte de carbono com Sem

trip trip

0 25 5 75 10 |pH6,8 pH55|pH6,8 pH55]|100 200 400 | Glicose Sacarose Manitol ug/mL

UAGC 857 Burkholderia sp. + - - - - + + + + + + + 2,27¢c 1,48a - 5,12¢c 0,13f
UAGC 858 Pantoea sp. + o+ + - - + + + + + + + 2,72b 1,44a - 64,94a 0,83b
UAGC 865 Erwinia sp. + - + - - + + + + + + + 2,82b 1,13a - 2,87c  0,46d
UAGC 867 Burkholderia sp. + - - - - + + + + + - - 1,98d 1,22a - 51,39a 0,30e
UAGC 869 Stenotrophomonas sp. + + + - - + + + + + + + 1,24d - - 43,24b  0,49d
UAGC 890 Nao identificada + o+ - - - + + + + + 3,80a - - 33,11b 0,58c
UAGC 895 Burkholderia sp. + - - - - + + + + + 2,38b 1,75a 1,23 9,21c 0,11f
UAGC 903 Enterobacter sp. + o+ + - - + + + + - - - 1,20d 1,17a - 63,00a 1,50a
UAGC 904 Burkholderia sp. + - - - - + + + + + + + 2,21c 1,47a - 10,85¢  0,09f
UAGC 913 Burkholderia sp. + - - - - + + + + + + + 2,54b 1,57a - 4.47c 0,17e

Positiva ( +) e Negativa ( -).
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As dez bactérias foram reinoculadas em rebolos de cana-de-acucar, da
variedade RB92579 e RB867515, sob 12 tratamentos: controle (sem inoculo
bacteriano), mistura (UAGC 857, UAGC 867, UAGC 903 e UAGC 913) e cada
um dos 10 isolados separadamente. Os valores médios observados na tabela
4, para as diferentes variaveis analisadas no experimento de reinoculacdo em
cana-de-agUcar, apresentaram elevada variacdo, com excecdo da variavel
didmetro do colmo, que apresentou valores proximos, nao diferindo
estatisticamente (Tabela 4.4).

Na variedade RB92579, foram observadas as maiores médias para o
tratamento que utilizou a bactéria UAGC 865 para a germinacédo; UAGC 857,
UAGC890, UAGC895 e UAGC903 para o numero de perfilhos; UAGC 857,
UAGC867, UAGC 903 e UAGC904 para massa fresca da parte aérea e UAGC
857, UAGC858, UAGC865, UAGC869, UAGC890, UAGC903 e UAGC904 para
massa fresca e seca da raiz, quando comparadas com as plantas do
tratamento controle (Tabela 4.4).

Para a variedade RB867515, na maioria das variaveis analisadas, foi
observado que os diferentes tratamentos apresentaram valores maiores em
relacdo as médias do tratamento controle, tais como: no tratamento mistura e
UAGC 890 para a germinacao; mistura, UAGC 858, UAGC 865, UAGC 869,
UAGC 890 e UAGC 913 para o N° de folhas; UAGC 904, seguida do
tratamento mistura, UAGC 865, UAGC 895, UAGC913 para o n° de perfilhos;
UAGC 857, UAGC 865, UAGC 890, UAGC 895 e UAGC 904 para a altura da
planta; UAGC 865, UAGC 890, UAGC 895 e UAGC 904 para a massa fresca e
seca da parte aérea e a UAGC 857 e mistura apenas para a massa Seca;
UAGC 904, mistura, UAGC 865 e UAGC 890 para a massa fresca e seca da
raiz (Tabela 4.4).

A variedade RB867515 submetidas aos diferentes tratamentos de
reinoculagdo bacteriana apresentaram um maior nimero de variaveis que
diferiram estatisticamente do tratamento controle quando compara-se com 0s
valores da variedade RB92579, isto porque o0s tratamentos aos quais a
variedade RB867515 foram submetidas continham linhagens (UAGC 895,
UAGC 904, UAGC 913) que foram isoladas da mesma variedade que fora
reinoculadas, evidenciando a especificidade das bacterias a planta hospedeira

(Tabela 4.4). Diferentemente dos demais tratamentos que apresentaram
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namero elevado de variaveis com significancia em relacdo ao tratamento
controle, os tratamentos UAGC 865 e UAGC 890 foram o0s quais houve
adaptabilidade da bacteria a planta hospedeira, pois foi observado que esta
interacdo favoreceu o desenvolvimento das plantas, sendo detectado pelas
variaveis fisiolégicas analizadas (Tabela 4.4).

Com relacdo ao tratamento mistura, composto pela UAGC 857 isolada
da RB92579 e as UAGC 867, UAGC 913 e a UAGC 903 isoladas da
RB867515, foi observado que este tratamento por conter um maior nimero de
linhagens oriundas da variedade RB867515 apresentou melhor atuacdo
quando reinoculados na variedade RB867515 devido a especificidade dos
isolados bacterianos as plantas hospedeiras (Tabela 4.4).

E importante ressaltar que os valores médios dos tratamentos que
evidenciaram diferenca estatistica, em relacdo as plantas do tratamento
controle, na maioria das vezes quando ndo em todas as observacoes,
apresentaram médias superiores a aproximadamente 50% e 100% de
diferenca para a massa fresca e seca da parte aérea e da raiz,
respectivamente; e o numero de perfilhos, em alguns tratamentos, chegaram a
duplicar e triplicar os valores, para as variedades RB92579 e RB867515,
respectivamente (Tabela 4.4).
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Tabela 4.4. Avaliacdo do potencial de crescimento da associacdo de bactérias inoculadas em duas variedades de cana-de-
acucar (RB92579 e RB867515).

Variedade Tratamento

RB92579

RB867515

. . Alturada Diametro do Rqrte aérea L. 3 .Raiz L.
Identificag&o do Germinagdo ~ NF NP planta colmo Matéria  Matéria  Matéria  Matéria

Inoculo fresca seca fresca seca

Controle  Sem inoculo 5e 7a 3c 23,25 a 1,36 a 29,55b 10,37 a 157c 0,88 c
Mistura * 2h 7a 4b 22,25 a 127 a 28,87 b 12,17 a 2,07 c 131c
UAGC 857 Burkholderia sp. 7c 7a 6a 22,00 a 1,28 a 39,56 a 13,63 a 4,48 b 2,71b
UAGC 858 Pantoea sp. 5e 7a 5b 16,00 b 1,17 a 21,13 c 8,17 b 3,30 b 1,84b
UAGC 865 Erwinia sp. 9a 7a 4b 19,50 b 1,36 a 26,86 b 10,31b 4,43 b 2,69b
UAGC 867 Burkholderia sp. 8b 7a 4c 19,00 b 131la 34,54 a 12,58 a 2,65c 1,47d
UAGC 869 Stenotrophomonas sp. 7c 7a 4b 21,00 a 1,03 a 15,51 ¢ 5,84 b 43b 2,13b
UAGC 890 Nao identificado 39 7a 6a 19,75 b 1,04 a 22,93b 797b 3,43 b 1,72 c
UAGC 895 Burkholderia sp. Af 6a 5a 18,00 b 0,33a 15,27 ¢ 5,38Db 0,94 c 0,44d
UAGC 903 Enterobacter sp. 39 8a 6a 21,00 a 1,68 a 3599 a 14,49 a 4,23 b 2,53b
UAGC 904 Burkholderia sp. 39 7a 5a 21,00 b 1,48 a 42,03 a 15,05 a 3,82b 2,17b
UAGC 913 Burkholderia sp. 2h 4c 1d 14,00 b 151 a 9,14 c 1,75b 0,78 c 0,27d
Controle  Sem inoculo 6d 5b 1d 18,00 b 1,05 a 11,98 c 4,44 b 0,8lc 0,74d
Mistura * 7c 7a 3c 17,50 b 1,22 a 24.87b 8,55b 3,07b 1,67b
UAGC 857 Burkholderia sp. Af 6b 2d 22,25 a 1,36 a 28,26 b 8,47b 249c 1,47 d
UAGC 858 Pantoea sp. 6d 7a 4b 18,00 b 0,83 a 10,15¢c 3,90b 2,26 ¢c 1,46c
UAGC 865 Erwinia sp. 39 7a 3c 23,00 a 1,42 a 45,78 a 9,92 a 4,98 b 2,47b
UAGC 869 Burkholderia sp. 2h 6a 4c 17,25 b 1,16 a 28,62 b 9,29 b 0,27 c 0,13d
UAGC 890 Nao identificado 7c 7a 3c 23,00 a 156a 43,48 a 16,48 a 4,88b 291b
UAGC 895 Burkholderia sp. 39 6b 2d 27,00 a 1,02 a 41,13 a 12,26 a 0,37¢c 0,27d
UAGC 903 Enterobacter sp. 39 5b 2d 19,00 b 1,18 a 15,51 c 4,59 b 0,69 c 0,43d
UAGC 904 Burkholderia sp. Af 5b 5a 24,00 a 1,53 a 49,72 a 16,21 a 1423a 6,98 a
UAGC 913 Burkholderia sp. 2h 7a 3c 18,50 b 1,18 a 16,87 ¢ 6,08 b 2,31lc 150 c

NF: N° de folhas; NP: N° de perfilhos; “*” designa o tratamento mistura composto por trés Burkholderia sp. (UAGC 857, 867e 913) e uma Enterobacter sp.

(UAGC 903). Médias seguidas por mesma letra, dentro de cada coluna, nao diferem pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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4.4. DISCUSSAO

As bactérias associadas ao sistema solo/planta podem contribuir para o
desenvolvimento vegetal por diferentes mecanismos, tais como a fixacéo
biolégica de nitrogénio (FBN), biocontrole de doencas, competicdo por
nutrientes no solo, producao de fitohormdnios, como o acido indol acético (AlA)
e solubilizacdo de nutrientes, como o fosfato inorganico, entre outras (KINKEL
et al., 2000; STURZ et al., 2000; PEDRAZA, 2008; TAULE et al., 2011;
FERRARA et al.,, 2011). As linhagens bacterianas avaliadas na presente
pesquisa foram isoladas da rizosfera e raizes de plantas de cana soca em meio
seletivo semi-solido Nfb obtendo-se 100% e 94% isolados potencialmente
diazotroficas, aos 4 e 10 meses, respectivamente, corroborando com 0s
trabalhos existentes, que relatam a existéncia de uma elevada frequéncia de
espécies diazotroficas capazes de interagir com as plantas, colonizando
diversos nichos como a rizosfera (FRANCHE, 2009), epifiticas (ELMERICH
AND NEWTON, 2007) e endofiticas de raizes (KUKLINSKY-SOBRAL et al.,
2004; BALDANI AND BALDANI, 2005). Recentemente, a FBN, tem sido
estudada em diferentes espécies de gramineas, tais como plantas de arroz,
cana-de-acucar e milho, encontrando nos nichos avaliados ampla diversidade
de bactérias fixadoras de nitrogénio (BHATTACHARJEE et al., 2008).

Diversos géneros bacterianos, como por exemplo, Pseudomonas,
Ralstonia, Enterobacter, Pantoea e Acinetobacter, que vivem associadas as
plantas, estdo relacionadas a promocdo do crescimento vegetal, como
detectado por Kuklinsky-Sobral et al. (2004), avaliando isolados bacterianos de
soja, que observaram a solubilizacdo de fosfato e a producéo de AIA com
elevada frequéncia na fase inicial de desenvolvimento das plantas, 49%, 52%;
e 34%, 21% para bactérias endofiticas e epifiticas, respectivamente. Taulé et
al. (2011) caracterizando isolados de cana-de-acUcar observou a presenca de
bactérias fixadoras de N, positivas para a solubilizacdo de fosfato e produgéo
de AIA, com aproximadamente, 21 e 65 linhagens funcionas, respectivamente.
Taurian et al. (2010) avaliando o IS em plantas de amendoim obteve 110

linhagens bacterianas positivas. Resultados semelhantes, aos descritos acima,
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foram observados no presente trabalho, pois também apresentou elevada
freqUuéncia de bactérias positivas para a solubilizacdo de fosfato inorganico e
producéo de acido indol acético.

Ferrara et al. (2011) relata que o fator localizagcédo, ou seja, nicho da
bactéria associada a plantas de cana-de-aglcar, ndo influéncia nos niveis de
AIA produzido, pois foi observado niveis semelhantes da producdo do AIA
realizado por bactérias endofiticas e rizosféricas, corroborando com o presente
estudo que também obteve resultados semelhantes.

Pinton et al. (2010) avaliando a producdo de quorum sensing do tipo

N-acil homoserinas lactonas (AHL), envolvidas com a formacéo de biofilmes

microbianos, por 112 rizobactérias de hortalicas, observaram que apenas 14
foram consideradas positivas, e destas, duas foram obtidas da rizosfera do
couve, trés de salsa, quatro de rdcula e cinco da rizosfera de alface. O
presente trabalho, assim como Pinton et al. (2010), também obteve um
reduzido numero de linhagens positivas para a producdo de quorum sensing,
cujo uma das funcdes € a producéo do biofilme no interior da planta, que ocorre
pela colonizacdo vertical através do aumento progressivo de bactérias, por
meio do crescimento e dispersdo das células microbianas com subsequente
aumento na producdo do biofilme pelas indmeras espécies bacterianas
(XAVIER & FOSTEN, 2007). Nadell et al. (2008) observaram que bactérias
utiizam o QS no controle de secrecdo de polimeros para atrair outras
bactérias, formacdo de biofime e consequente aumento da densidade
populacional. Yaryura et al. (2008) relatam que houve formacao de biofilme
requerido para a colonizacdo de raizes e sementes de plantas de soja por
Bacillus amyloliquefaciens BNM339. Boyer et al. (2008) analisando o efeito do
QS na promocao do crescimento relatou que os endofitos de plantas de arroz
observaram que o QS inativou a atividade da pectinase, aumentou a sintese
de siderofaros, reduziu a producdo do &cido indol acético e ndo afetou a
atividade da celulase e motilidade da comunidade bacteriana.

Diversos fatores, bioticos e abidticos, podem influenciar a interacao entre
bactérias e plantas (RANGARAJAN et al., 2003; BUEE et al., 2009; PARIONA-
LLANOS et al., 2010), como o presente trabalho que observou a influéncia da

salinidade e da aplicagcdo de pesticidas sobre o crescimento bacteriano em
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meio livre de nitrogénio, ou seja, a possivel influéncia sobre a capacidade de
FBN, como também da fonte de carbono sobre a solubilizacdo de fosfato
inorganico. Semelhantemente, Jha et al. (2011) estudaram isolados
bacterianos, oriundos da haldfita Salicornia brachiata, capazes de crescer em
condicbes adversas de salinidade e obteveram isolados bacterianos que
cresceram em meio NFb com sais, produziram AlA, solubilizaram fosfato e
tinham capacidade de promocé&o do crescimento vegetal.

A capacidade potencial de promover o crescimento vegetal por
bactérias, associadas a plantas de cana soca, selecionadas in vitro, que
expressam caracteristicas envolvidas com a promocéao de crescimento vegetal,
foi efetivada pela reinoculagdo em toletes de cana e a observagdo do
impulsionamento no crescimento vegetativo da cana-de-aclUcar. Resultado
similar foi encontrado por Hungria et al. (2010), que avaliaram a promocéo do
crescimento de plantas de trigo e milho quando inoculadas por Azospirillum
lipoferum e A. brasilense, que observaram um incremento na producéo de 662—
823 kg ha™ em relacdo as n&o inoculadas, respectivamente. Urquiaga et al.
(2011), em ensaio experimental, observaram um incremento de 40 Kg N ha™
na produtividade da cana-de-acUcar advindo da associacdo biol6gica de
bactéria-planta na fixagdo do nitrogénio; e também descreveu que variedades
de cana-de-acucar brasileiras tem obtido contribuicbes agrondémicas
significativas de N, oriundo da FBN, realizadas no habitat endofitico, bem como
Taulé et al. (2011) que avaliaram a contribuicdo da fixacdo do N, da
comunidade bacteriana diazotrofica em cana-de-agUcar obtendo um
incremento significativo de 34,8 - 58,8%.

Portanto, este trabalho realizado com plantas de cana soca, o qual
avaliou caracteristica fisiologica bacteriana para caracteres relacionados com a
promocdo do crescimento vegetal, evidenciou a multifuncionalidade, a
resiliéncia de suportar condigcdes adversas e analisar a capacidade potencial de
bactérias que realizaram a promocé&o do crescimento em diferentes variedades
de cana-de-acucar, tornando-se assim, promissoras para a aplicacédo
biotecnolégica agricola, visando aumento da produtividade de forma
sustentavel ambientalmente e viavel economicamente para o meio ambiente e

para a agricultura.
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4.5. CONCLUSOES

As 125 linhagens bacterianas isoladas de plantas soca de cana-de-
acucar possuem alta variabilidade funcional e representatividade populacional
para realizar a FBN, producédo do AlA, solubilizagéo de fosfato nas variedades
RB92579 e RB867515 no nicho rizosférico e endofitico de raiz. Contudo
apresentaram pequena representatividade funcional positiva de bactérias
capazes de realizar a producao do quorun sensing.

O tempo de cultivo, 4 e 10 meses, da cana soca nao influenciaram nas
analises quantitativas da producdo do AIA e na solubilizacdo de fosfato.
Diferentemente foi observado para as andlises qualitativas correlatas aos 4
meses de cultivo de cana soca houve uma maior frequéncia de linhagens
bacterianas funcionais para a FBN e solubilizag&o de fosfato.

A capacidade de resiliéncia das bactérias nas diferentes condi¢des in
vitro é variavel com concentracdo aplicada e bactéria analisada, pois as
linhagens bacterianas avaliadas variaram a atividade funcional, a maioria das
bactérias deixaram de realizar a FBN com o0 aumento crescente da
concentracdo de NaCl; jA& com o acréscimo do fipronil a elas continuaram
exercendo a funcéo de fixacdo de N in vitro; para a fonte carbono e pH em
meio NFB a funcionalidade de carater positivo ndo foi alterada; A solubilizacéo
de fosfato de acordo com a fonte de carbono n&o foi observada; a produgéao do
AlA ocorrei independente da presenca ou auséncia de L-triptofano.

A caracterizacdo funcional e inoculagcdo de isolados bacterianos
proporcionaram a selecdo de linhagens, pertencentes aos géneros
Burkholderia, Pantoea, Erwinia, Stenotrophomonas, Enterobacter e o néo
identificado da linhagem UAGC 890 que promoveram o crescimento de plantas
de cana-de-agucar, em casa de vegetagdo, tornando-se potenciais candidatas
para experimentos de campo.

As linhagens bacterianas (UAGC 895, UAGC 904, UAGC 913, UAGC
867 e a UAGC 903) presentes nos diferentes tratamentos, inclusive no
tratamento mistura, foram eficientes em promover a promocao do crescimento
vegetal quando reinoculadas em plantas de cana-de-aclcar da variedade

RB867515, pois estas linhagens foram oriundas de plantas da mesma
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variedade, fato este que ocasionou a especificidade dos isolados bacterianos a

planta hospedeira.
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