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RESUMO GERAL

Antunes; Jadson Emanuel Lopes DSc. em Agronomia (Ciéncias do Solo); Universidade
Federal Rural de Pernambuco; Fevereiro/2016. BACTERIAS DIAZOTROFICAS
ENDOFITICAS EM CANA DE ACUCAR: ESTRATEGIA PARA UMA
AGRICULTURA SUSTENTAVEL. Marcia do Vale Barreto Figueiredo (Orientadora);
Ana Dolores Santiago de Freitas; Ademir Sérgio Ferreira de Araudjo (co-orientadores).

Alguns estados brasileiros, especialmente da regido Nordeste, tém sua economia baseada na
cultura da cana-de-agucar, que depende do éxito dessa atividade para o consequente
desempenho de sua economia. Nesse contexto, ¢ prioritario realizar trabalhos de prospeccao
de bactérias diazotréficas e de pesquisas que avaliem a potencialidade da fixagdo bioldgica do
nitrogénio (FBN) na cana-de-agucar, sob condi¢do regional, aplicando tecnologias que
permitam a producdo sustentavel desta cultura. Com isso, objetivou-se isolar e efetuar
caracterizacoes morfofisiologica, bioquimica e molecular de bactérias diazotréficas
endofiticas de colmos e folhas de trés cultivares de cana-de-agiicar (RB1011, RB92579 ¢
RB867515), assim como avaliar a resposta da cana-de-actcar quanto ao potencial de FBN, a
eficiéncia da inoculagdo destas bactérias quanto a produtividade de colmos e qualidades
tecnologicas de cana-de-agticar nos ciclos da cana-planta, cana-soca € cana-ressoca como
suporte a uma producdo sustentavel da cultura. Foram obtidos 56 isolados endofiticos, sendo
62,5% do colmo e 37,5% da folha. Utilizou-se a técnica molecular de BOX-PCR que
permitiu diferenciar os isolados em 34 perfis de bandas, pela formacao de cinco agrupamentos
distintos, que foram selecionadas para os testes bioquimicos e/ou fisiologicos. Desses
isolados, 66 % apresentaram capacidade de solubilizar fosfato inorganico; 26 % de
produzirem urease, 34 % de produzirem proteases; 17 % de produzirem amilase; 68 % de
produzirem lipase; 14 % de produzirem quitinase; 17 % de produzirem sideréforo; 71 % de
produzirem ACC deaminase; 54 % de produzirem N-acil-homoserina lactona (AHL); 51 %
de produzirem catalase e 23 % apresentaram capacidade hidrolitica de degradarem a gelatina;
97 % reduziram acetileno (ARA) com valores entre 4,14 e 7,84 nmol C,Hs/hora. Para o
sequenciamento do gene 16S rRNA ribosomal, foi verificado a presenga de sete diferentes
géneros, 46% de identidade com o género Bacillus , 20% com Paenibacillus, 14% com
Burkholderia, 6 % com Herbaspirillum, Pseudomonas e Methylobacterium e 3% com
Brevibacillus. A caracterizagdo bioquimica e molecular dos isolados endofiticos de colmo e
folha de cana-de-agticar revelou uma diversidade de bactérias colonizando esta planta, com
potencial biotecnoldgico para serem usadas como biofertilizantes. Foram selecionados trés
isolados pela atividade da nitrogenase e em conjunto com as respostas dos testes bioquimicos
para compor o inoculante microbiano que foi avaliado em campo durante trés anos
compreendendo os ciclos da cana planta, soca e ressoca na variedade de cana-de-agucar RB
92579. Utilizou-se o delineamento experimental em blocos casualizados, em esquema fatorial
10x3, constituido de dez tratamentos (IPA-CC9 (Herbaspirillum seropedicae), IPA-
CC33(Pseudomonas sp.), IPA-CF65 (Bacillus Megaterium), IPA-CC9 + IPA-CC33, IPA-
CC9 + IPA-CF65, IPA-CC33 + IPA-CF65, IPA-CC9 + IPA-CC33 + IPA-CF65, Mistura
Embrapa (BR1140 (Azospirillum amazonense), BR11175 (H. seropedicae), BR11192 (H.
rubrisubalbicans), BR11284 (Gluconacetobacter diazotrophicus) ¢ BR11364 (Burkholderia
tropica), testemunha nitrogenada (TN) e testemunha absoluta ( TA)), trés ciclos de cultivo
(cana-planta, cana-soca e cana-ressoca) com quatro repeticdes, totalizando 40 parcelas por
cultivo. Foram avaliados os seguintes parametros: altura de plantas, diametro do colmo,
massa seca da parte aérea, nitrogénio total das folhas +3, produtividade do colmo fresco,
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rendimento de agucar por hectare (TPH), teor de sélidos soluveis totais (°Brix), fibra, acticar
total recuperavel (ATR) e estimativa da contribuicdo da FBN na nutri¢do da cana-de-actcar
pela técnica de abundancia natural do isétopo °N. A inoculacdo promoveu ganhos
significativos em comparagdo a TA para o didmetro do colmo e ATR, para o cultivo cana-
ressoca. A contribuicdo da FBN nos tratamentos inoculados foi de até 57,31%. Constatou-se
incrementos na produtividade do colmo fresco de até 14 Mgha' em comparagdo a TN,
porém nao diferenciando estatisticamente dos outros tratamentos. O comportamento
semelhante dos tratamentos inoculados com a TN que recebeu 60 kgha' de N, infere em
baixo custo econdmico e ecoldgico, e ganha importincia pela necessidade para o
desenvolvimento de praticas agricolas mais sustentaveis para melhorar a qualidade de vida da
populagao.

Palavras-chave: Fixag¢do bioldgica do nitrogénio, inoculantes microbianos, ISN,
sequenciamento, BOX-PCR, Saccharum spp.
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GENERAL ABSTRACT

Antunes; Jadson Emanuel Lopes; PhD student in Agronomy (Soil Science); (Ciéncias do
Solo); Universidade Federal Rural de Pernambuco; February/2015. BACTERIA
DIAZOTROPHIC ENDOPHYTIC IN SUGAR CANE: STRATEGY FOR
SUSTAINABLE AGRICULTURE. Mircia do Vale Barreto Figueiredo (Supervisor), Ana
Dolores Santiago de Freitas; Ademir Sérgio Ferreira de Araujo (co-supervisores).

Some Brazilian states, especially the Northeast, has its economy based on the cultivation of
sugarcane, which depends on the success of this activity for the subsequent performance of its
economy. In this context, priority is performing prospecting work diazotrophs and research to
evaluate the potential of biological nitrogen fixation (BNF) in sugarcane under regional
condition, applying technologies that enable the sustainable production of this crop. With that
aimed to isolate and make characterizations morphophysiological, biochemistry and
molecular endophytic bacteria stems and leaves of three varieties of sugarcane (RB1011,
RB92579 and RB867515) and to evaluate the response of the cane sugar and the potential of
BNF, the efficiency of inoculation of these bacteria as the productivity of stalks and
technological qualities of sugarcane in the cycles of plant cane, cane ratoon and cane ressoca
as support for sustainable crop production. 56 isolates were endophytic, being 62.5% and
37.5% of the stem of the leaf. We used molecular BOX-PCR technique that allows to
differentiate into isolated sections 34 bands, for the formation of five distinct clusters that
were selected for biochemical and / or physiological tests. These isolates, 66% were able to
solubilize inorganic phosphate; 26% to produce urease, proteases produce 34%; 17% amylase
to produce; 68% to produce lipase; 14% to produce chitinase; 17% of producing siderophore;
71% of produce ACC deaminase; 54% to produce N-acyl homoserine lactone (AHL); 51% to
produce catalase and 23% showed hydrolytic ability to degrade gelatin; 97% reduced
acetylene (ARA) with values between 4.14 and 7.84 nmol C2H4 / hour. To sequence the 16S
rRNA ribosomal the presence of seven different genres, 46% identity was observed with the
genus Bacillus, 20% to Paenibacillus, 14% Burkholderia, 6% Herbaspirillum, Pseudomonas
and Methylobacterium and 3% Brevibacillus . Biochemical and molecular characterization of
endophytic isolates stem and leaf of sugarcane revealed a diversity of bacteria colonizing this
plant, with biotechnological potential to be used as biofertilizers. Three isolated by the
nitrogenase activity and together with the responses of biochemical tests were selected to
compose the microbial inoculant that was tested in the field for three years comprising the
cycles of sugar cane plant, soca and ressoca the variety of sugarcane RB 92579 . We used the
experimental randomized block design in a factorial 10x3, consisting of ten treatments (IPA-
CC9 (Herbaspirillum seropedicae), 1PA-CC33 (Pseudomonas sp.), IPA-CF65 (Bacillus
Megaterium), IPA-CC9 + IPA-CC33, IPA-CC9 + IPA-CF65, IPA-CC33 + IPA-CF65, IPA-
CC9 + IPA-CC33 + IPA-CF65, mix Embrapa (BR1140 (Azospirillum amazonense) BR11175
(H. seropedicae) BR11192 ( H. rubrisubalbicans) BR11284 (Gluconacetobacter
diazotrophicus) and BR11364 (Burkholderia tropica), nitrogen witness (TN) and absolute
control (TA)), three crop cycles (plant cane, cane and ratoon cane ressoca) with four
replications totaling 40 plots for cultivation were evaluated the following parameters:.plant
height, stem diameter, shoot dry weight, total nitrogen leaves +3, fresh stalk yield, sugar yield
per hectare (TPH) content solids (° Brix) soluble fiber, total recoverable sugar (ATR) and
estimation of the contribution of BNF nutrition of sugarcane by the technique of natural
abundance of '°N isotope. Inoculation promoted significant gains compared to TA for the
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diameter of the stem and ATR for the cane ressoca cultivation. The contribution of BNF in the
inoculated treatments was up to 57.31%. It found increases in productivity fresh stalk of up to
14 Mg ha™' compared to TN, but not statistically differing from the other treatments. The
similar behavior of the treatments inoculated with TN who received 60 kg ha™ N, infers in
low economic and environmental cost, and gains importance by the need to develop more
sustainable agricultural practices to improve the quality of life of the population.

Keywords: biological nitrogen fixation, microbial inoculants, ISN, sequencing, BOX-PCR,
Saccharum spp.
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1 Introducao Geral

A cultura da cana-de-agicar (Saccharum spp.) exerce um papel de grande
importancia na economia de diversos paises localizados nos diferentes continentes, sendo o
maior destaque nas economias da América Latina e do Caribe. Atualmente, o Brasil ¢ o maior
produtor mundial da cultura, com area plantada com cerca de 10,65 milhdes de hectares e
produtividade média em torno de 73 Mg.ha™' (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA
E ESTATISTICA - IBGE-SIDRA, 2015). Da matriz energética brasileira, 42,5% ¢ renovavel
e 17,4% ¢ derivado da cana-de-agucar, para o periodo de 2004 a 2014, o Pais aumentou em
75% a produgdo de energia elétrica oriunda do bagago de cana (MISTERIO DAS MINAS E
ENERGIA - MME, 2015).

A produgdo brasileira de cana-de-acucar na safra 2014/2015 foi de 654,6 milhdes de
toneladas (COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO-CONAB, 2015). A
producdo nacional de agucar para esta mesma safra foi de 35,5 milhdes de toneladas e 28,6
bilhdes de litros de etanol, sendo que a tendéncia para o consumo interno de etanol em 2020 ¢
de 50 bilhdes de litros (UNIAO DA INDUSTRIA DE CANA-DE-ACUCAR - UNICA,
2015).

Sendo a cana-de-acticar uma cultura altamente extrativa em nitrogénio, a cana planta,
com produtividade de 100 Mg.ha™ de colmos, acumula entre 150 e 200 kg.ha de N, e no
caso da cana soca este valor € de 120 a 160 kg.ha’1 de N (ORLANDO FILHO et al., 1980;
SAMPAIO et al., 1984; RESENDE, 2000; XAVIER, 2002). Os estudos desenvolvidos por
varios pesquisadores (URQUIAGA et al., 2003; REIS et al., 2000; BALDANI et al., 2002;
BODDEY et al., 2003; XAVIER, 2006) relatam que a lavoura de cana nao reduz o nivel de N
do solo, evidenciando que a cultura possui um sistema natural de reposi¢do de N exportado do
solo anualmente. No nivel de conhecimento atual, este sistema de reposicao pode ser através
do processo da fixagdo biologica do nitrogénio (FBN). As evidéncias indicam que esta fonte
de N pode contribuir significativamente com até 60% de todo N acumulado pelas plantas de
cana-de-agicar (BODDEY et al., 2001; XAVIER, 2002; URQUIAGA et al., 2012).

Estudos tém demonstrado que a FBN contribui significativamente no nitrogénio total
da cultura da cana-de-agucar. Quando se avalia o beneficio das bactérias diazotroficas
endofiticas para a FBN, a cana-de-agucar se destaca (REIS et al., 1999; URQUIAGA et al.,
2012; TAULE et al., 2012).

No entanto, existem controversas em relacio a FBN em cana-de-agucar.

Experimentos realizados na Africa do Sul e Australia sugerem que a FBN ndo contribui
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significativamente para a nutri¢do nitrogenada da cultura nesses paises (URQUIAGA et
al.,1992; HOEFSLOOT et al., 2005). A substituicdo de parte da adubag@o nitrogenada pela
inoculagdo poderia representar uma importante economia para o setor, no entanto estudos
realizados a campo ndo indicam essa possibilidade. Trabalhos realizados com a cultura tém
apontado respostas positivas em algumas condi¢des e principalmente ¢ altamente dependente
da variedade utilizada (URQUIAGA et al.,1992; PEREIRA et al., 2013; SCHULTZ et al.,
2012, 2014). As respostas positivas que ocorrem nao tém sido atribuidas a aumentos na FBN,
mas a efeitos benéficos promotores de crescimento, que comprovadamente ocorrem pela agao
de bactérias diazotroficas (DOBBELAERE et al., 2003; SARAVANAN et al., 2007; YADAV
etal.,, 2009; TAULE et al., 2012; VIDEIRA et al., 2011; COSTA et al., 2013; RODRIGUES
et al.,2013 CASTANHEIRA et al., 2014)

Bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP’s) estimulam o crescimento
da planta através de efeitos biofertilizantes e bioestimulantes, aumentam a resisténcia a
doencas, melhoram a habilidade da planta de resistir aos estresses (STURZ & NOWAK,
2000), podendo ser isoladas de diversos ambientes (FIGUEIREDO et al., 2010a) possuindo a
capacidade de colonizar a superficie de raizes, a rizosfera e a filosfera bem como os tecidos
vegetais internos, modulando o metabolismo da planta e estimulando seu crescimento e
produtividade por mecanismos diretos e/ou indiretos (KLOEPPER et al.,, 1989;
FIGUEIREDO et al., 2010b; RODRIGUES et al.,2013). Diversos trabalhos tém demonstrado
a utilizacdo dos micro-organismos, objetivando melhorar a disponibilidade de nutrientes para
as plantas, na forma de inoculantes bioldgicos como uma tecnologia estratégica para a
redu¢do de dependéncia de insumos baseados em fontes energéticas ndo renovaveis, poluentes
e economicamente insustentaveis (BALDANIet al., 1997; GUIMARAES et al., 2007;
BASHAN et al., 2014. SCHULTZ et al., 2014; PEREG et al.,2016).

A utilizagdo de micro-organismos, com o objetivo de melhorar a disponibilidade de
nutrientes para as plantas ¢ uma pratica importante e necessaria para a agricultura
(BABALOLA 2010; FIGUEIREDO et al., 2010b; ARAUJO et al,. 2011; RODRIGUES et al.,
2013).

Entre as tecnologias disponiveis que visem ganhos de produtividade na cana-de-
acucar, tem-se o uso de micro-organismos benéficos, particularmente BPCP’s. A presenca
destas bactérias, especialmente em cultura de cana-de-agucar, tem sido estudada desde a
década de 1950, quando as primeiras espécies foram isoladas.

A utilizagao dessas bactérias, visando aumento de produtividade agricola, sera

provavelmente uma das taticas mais importantes para a atualidade no mundo. Isso se deve a
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demanda emergente para a diminuicdo da dependéncia de fertilizantes quimicos e a
necessidade de desenvolvimento de uma agricultura mais sustentdvel (MOREIRA &
SIQUEIRA, 2006).

Um fator importante a relatar ¢ que, devido a heterogeneidade dos biomas
brasileiros, ¢ natural imaginar que a recomendacdo de estirpe deva ser feita a nivel regional
(RUMJANEK et al., 2006). Desta forma, ¢ fundamental o isolamento de estirpes oriundas da
regido Nordeste visando a formulagdo de inoculantes microbianos para atender combinagdes
com potencial biotecnoldgico que permitam uma producao sustentavel.

Neste contexto, baseado no conhecimento que a BPCP’s ¢ uma ferramenta
biotecnoldgica que exerce primordial importancia na sobrevivéncia e desenvolvimento das
plantas cultivadas, assim como na supressao de doencas , foi elaborada uma hipotese de que a
inoculagdo efetuada com BPCP’s selecionadas, visa otimizar o crescimento € o potencial da
FBN das plantas de cana-de-agucar. Esta hipotese foi testada para investigar o isolamento e
efetuar caracterizagdes morfofisiologica, bioquimica e molecular de bactérias diazotrdficas
endofiticas isoladas de colmos e folhas de cana-de-agucar cultivada; avaliar a resposta desta
cultura quanto a estimativa da quantidade de N fixado e eficiéncia da inoculagdo, em relagao a
produtividade de colmos e qualidades tecnoldgicas nos ciclos da cana-planta, soca e ressoca,
como suporte para uma producdo sustentavel da cultura. Diferentes BPCPs inoculadas
isoladamente e em mistura, foram utilizadas para compor os inoculantes microbianos, e varios

parametros biologicos foram analisados neste estudo.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 A cana-de-acgucar (Saccharum spp.)

A cana de agucar (Saccharum spp.) ¢ uma graminea semiperene, da familia Poaceae,
cultivada em regides tropicais e temperadas, que expressa um bom desenvolvimento em solos
onde ha boa aeracdo, boa drenagem, o que exige solos com profundidade superior a um metro
(ANDO, 2010; REIS, et al., 2007). Atualmente, ¢ tida como uma das culturas mais
importantes no cenario socioecondomico brasileiro, principalmente por ser matéria prima
utilizada pela industria sucroalcooleira para a producdo de agtcar e alcool (BENETT et al.,
2011).

A cultura foi introduzida no Brasil em meados do século XVI pelo portugués Martin
Afonso de Souza, sendo considerada uma das primeiras atividades econdmica rentavel do
pais, até entdo colonia de Portugal (ROSA, 2005).

Devido a grande importancia que assumiu para a economia nacional através da
producao de alcool etilico (Proalcool), a cultura de cana-de-agucar expandiu-se por todos os
Estados brasileiros, principalmente em Sdo Paulo, Pernambuco, Paraiba e Alagoas e
principalmente pelo crescimento na producdo de 21,3% de biocombustivel em comparagdo a
2014 (MME, 2015).

A previsao da producao de cana-de-agucar para a safra de 2015/2016 no Brasil sera
de 658,7 milhdes de toneladas, com um incremento estimado de 3,8% em relagdo a safra
passada. O aumento ndo serd maior em razao da produtividade nos canaviais Paulistas, maior
estado produtor, que se recuperam de um impacto hidrico da safra passada, ao contrario dos
canaviais do Nordeste, que foram novamente impactados pela restricdo hidrica na regido. A
previsdao nacional da drea plantada deve ficar em torno dos 9.000 mil hectares, reducao
prevista de 0,1%, se comparada com a safra 2014/15. A produgdo de acucar deve atingir 34,6
milhdes de toneladas, 2,7% inferior a safra 2014/15. A producdo de etanol total ultrapassa 29
bilhdes de litros, aumento de 1,9%. A producdo de etanol anidro deve ter reducao de 6%,
estimada em 11,03 bilhdes de litros. Para a produgdo de etanol hidratado a estimativa ¢ de
18,19 bilhoes de litros, aumento de 7,4% ou 1,25 bilhdes de litros (CONAB,2015).

De acordo com Simdes Neto et al. (2012), a agroindustria da cana-de-ac¢ticar em

Pernambuco ocupa uma relativa area agricola com relevante produgdo de agucar e alcool,



25

gerando diretamente diversos empregos nas areas rural e industrial proporcionando, assim,
grande contribuic¢do social para o Estado.

Os baixos rendimentos da cultura estdo associados com a pobreza dos solos,
especialmente os solos dos Tabuleiros Costeiros, € com a baixa e irregular distribuicao das
chuvas, especialmente no Nordeste. Em relagdo aos solos, um dos nutrientes mais limitantes ¢
0 nitrogénio, justamente o de maior custo econdmico e que demanda a maior quantidade de
energia fossil por unidade de N-fertilizante produzido. Por isso, os estudos que procuram
fontes alternativas ao N-fertilizante, como a FBN associada a cultura, a adubacao verde e o
uso de residuos industriais, sdo essenciais na busca de uma agricultura sustentdvel para
produgdo de cana-de-agicar (DOBEREINER et al. 1995; URQUIAGA et al., 1992, 1999,
2003; BODDEY et al., 2001, 2003; BALDANI et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2002;
XAVIER et al. 2006).

A necessidade de expansdo da cultura, seja pelo aumento de area ou pelo aumento
em produtividade, necessitara de um aumento do consumo de fertilizantes. Essa situacao ja foi
observada nos ultimos anos, mesmo em alguns momentos onde a relagdo de troca tonelada do
produto/kg do fertilizante era desfavoravel ao crescimento da cultura (NEVES et al., 2010).

Entre os fatores que contribuem para o incremento da produtividade das culturas, a
disponibilidade de N ¢ um dos mais importantes, pois se trata de um nutriente absorvido em
maiores quantidades pela maioria das culturas e o que exerce efeito mais pronunciado na
producdo. Apesar disso, o manejo da adubacgao nitrogenada ¢ dificil, por ser o N um elemento
que apresenta dinamica complexa e em virtude do fato da adubacao mineral ndo apresentar
efeito residual (RAIJ, 1991).

O nitrogénio ¢ particularmente importante no periodo de formacao da cultura, isto &,
no estado que se inicia imediatamente apds a germinacdo € termina no fechamento do
canavial, que normalmente ocorre em torno de 3 a 5 meses apds o plantio. E nessa época que
se d& a formacao dos perfilhos, para tanto, ¢ necessaria certa disponibilidade de nitrogénio no
solo. A partir do fechamento do canavial, a cultura entra num periodo de crescimento
acelerado, desde que haja boas condigdes de temperatura ¢ umidade. Sem uma quantidade
minima de nitrogénio no solo, durante o estado de formacao da cultura tanto o nimero como o

desenvolvimento de perfilhos das plantas sdo afetados (VITTI et al., 2008).
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2.2 Fixacao Biologica do Nitrogénio

O aproveitamento eficiente do nitrogénio atmosférico, ¢ um dos pilares que
sustentam a agricultura sustentdvel. No entanto, somente alguns micro-organismos
procariontes tem habilidade em reduzir o nitrogénio atmosférico em amonia, estes sdo
conhecidos como diazotroficos ou fixadores de nitrogénio (WEZEL et al.,2014). Esse
processo de reducgdo, realizado por intermédio da enzima nitrogenase, ¢ conhecido como
fixacdo bioldgica do nitrogénio (FBN), que pode suprir, em algumas cultura, quase toda a
demanda em nitrogénio nas fases de desenvolvimento das plantas, resultando em
significativas produtividades agricolas. (HOFFMAN et al.,2014).

Estudos tém demonstrado que a FBN contribui significativamente no nitrogénio
total da cultura da cana-de-agucar. Quando se avalia o beneficio das bactérias diazotroficas
para a FBN, a cana-de-actcar se destaca (REIS et al. 1999). As bactérias diazotréficas
endofiticas Gluconacetobacter diazotrophicus e Herbaspirillum spp. parecem ser as
principais responsaveis pelas significativas taxas de FBN observadas na cultura da cana-de-
agucar. Essas bactérias foram encontradas em muitas variedades de cana-de-ag¢uicar em varias
regides do Brasil, assim como no México, Cuba e Austrdlia (BODDEY et al., 1995;
SCHULTZ et al.,2014; RODRIGUEZ-ANDRADE et al., 2015 ).

O processo de FBN contribuiu de forma significativa para a nutri¢do nitrogenada das
plantas de cana-de-agucar, permitindo alcance de produtividades significativas de forma
sustentavel, mesmo quando a lavoura ¢ cultivada em solos de baixa disponibilidade de N para
as plantas (COELHO et al., 2003; SCHULTZ et al.,2014).

Desde a descoberta de bactérias fixadoras de nitrogénio associadas a cana-de-agticar
por Dobereiner et al. (1995), foi demonstrado o enorme potencial de bactérias endofiticas em
aumentar a biomassa de gramineas na auséncia de fertilizantes nitrogenados. Novas bactérias
fixadoras de N, vém sendo isoladas e identificadas, incluindo espécies do género Azospirillum
sp.; Herbaspirillum sp.; Gluconacetobacter diazotrophicus, Azoarcus sp.; Burkholderia
tropica; Paenibacillus azotofixans; gragas a elucidagcdo dos mecanismos de funcionamento da
nitrogenase.  Essas bactérias ndo possuem mecanismos de protecdo de oxigénio,
demonstrando maior eficiéncia na utilizacdo de fontes de carbono para fixagdo de N,, devido
ao fato de serem endofiticas (ASH et al.,1993; DOBEREINER et al., 1995; OLIVEIRA et al.,
2003; RODRIGUES et al.,2015).

A FBN em cana-de-agtcar sempre despertou grande interesse entre os pesquisadores,

sobretudo depois da descoberta de intimeras bactérias diazotroficas (Azospirillum lipoferum,
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A. brasilense, A. halopraeferans, A. irakense, Herbaspirillum seropedicae, H.
rubrosubalbicans e Gluconacetobacter diazotrophicus) (DOBEREINER & PEDROSA, 1987;
REINHOLD et al., 1987; CAVALCANTE & DOBEREINER, 1988; BODDEY et al., 1995;
OLIVARES et al.,1996) colonizando tanto o interior das plantas quando a filosfera e rizosfera
da cana-de-agtcar. Utilizando a técnica de diluigdo isotopica de °N, Boddey et al. (2001)
verificaram que de 25 a 60% do N assimilado pela planta de cana era proveniente da FBN.
Por meio da mesma técnica, Polidoro et al. (2001) mostraram uma contribui¢do da FBN no
total de N assimilado pela cana-de-agucar variando entre zero a 70%. A inoculagdo pode ser
realizada com uma bactéria ou consorcios bacteriano.

Diferentes estudos relacionados a quantificar a FBN associado as principais
gramineas cultivadas no Brasil, deu-se inicio em meados dos anos 70, através das conhecidas
técnicas: reducdo do acetino (ARA), utilizada na cana-de-agicar (DOBEREINER et al.,
1972), uso de N (RUSCHEL et al., 1981), dilui¢io isotopica de '’N (FREITAS et al., 1984;
URQUIAGA et al., 1992), balanco de N total (BODDEY & URQUIAGA,1992) e abundancia
natural de °N (YONEYAMA et al., 1997; RESENDE, 2000; BODDEY et al., 2001). Um dos
pioneiros e relevantes trabalhos sobre a contribui¢ao da FBN para gramineas foi realizado por
Urquiaga et al. (1992) em que os autores descobriram por meio de técnicas isotopicas de '°N
que algumas variedades de cana-de-agticar poderiam obter cerca de 60% do N necessario para
seu desenvolvimento por meio da associacdo com bactérias endofiticas.

Oliveira et al. (2002) demonstraram que, mesmo com a inoculacdo de consorcios
bacterianos ndo houve aumento maior que 30% na concentragdo de N, sugerindo que novos
estudos deveriam ser realizados para que se pudesse melhor explorar o potencial das bactérias
diazotroficas para culturas agricolas (OLIVEIRA et al., 2002). Uma das possiveis causas
dessa baixa eficiéncia foi reportada em estudos utilizando a técnica de hibridizagdo
fluorescente in vitro (FISH), em que foi observada a ocorréncia de grupos especificos de
bactérias diazotréficas colonizando a cana-de-agucar, ocorrendo dessa forma uma competicao
entre as bactérias nativas e as inoculadas, levando a uma menor eficiéncia do processo de
FBN (OLIVEIRA et al., 2009).

Possivelmente, a principal causa da baixa eficiéncia da FBN por micro-organismos
endofiticos em gramineas esteja relacionada com a baixa persisténcia de determinados grupos
de micro-organismos no interior da planta. Lambais (2001) relatou que a presenca das
bactérias diazotroficas endofiticas Gluconacetobacter diazotrophicus ou Herbaspirillum
rubrisubalbicans em cana-de-acucar induziu a expressao de genes relacionados ao sistema de

defesa vegetal. Essa inducdo pode ser observada por meio da super-expressdo de genes que
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codificam proteinas relacionadas a defesa como quitinases, B-1,3-glucanases, fenilalanina
amonia liases (PAL), chalcona sintases, chalcona isomerases, isoflavona redutases,
glicoproteinas, peroxidases, catalases, superoxido dismutases e proteinas envolvidas no
controle da morte celular programada.

Segundo Baldani et al. (1997), embora varias caracteristicas ecologicas e fisiologicas
estejam sendo desvendadas, ainda falta conhecimento sobre o mecanismo envolvido na
interacdo bactéria-planta e como ele contribui para o nitrogénio acumulado nas plantas.
Apesar das diferentes formas de interacao, estes diazotrofos, quando estdo em associagdo com
gramineas, garantem incrementos de 5 a 30% na producdo (OKON & LABANDERA-
GONZALEZ, 1994) e de até 35% na cana-de-acucar (OLIVEIRA et al., 2006 ) ¢ entre 7 a
32% em aumentos de producdo de massa seca da planta (BODDEY et al., 2003).

2.3 Bactérias promotoras de crescimento de plantas

A utilizacdo de bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP’s) ira
depender do conhecimento sobre os mecanismos de interagdo bactéria-planta e da habilidade
de manter, manipular e modificar populacdes benéficas sob condicdes de campo
(KUKLINSKY-SOBRAL, 2005). A utilizacdo dessas bactérias, para o aumento da produgdo
agricola, serd provavelmente uma das taticas mais importantes para a atualidade no mundo.
Isso se deve a demanda emergente para a diminuicao da dependéncia de fertilizantes quimicos
e a necessidade de desenvolvimento da agricultura sustentavel (MOREIRA & SIQUEIRA,
2006).

As bactérias em habitats naturais podem colonizar o interior e exterior de o6rgaos de
plantas e podem ser benéficas, neutras ou prejudiciais ao seu crescimento (MARIANO et al.,
2004). O papel dos micro-organismos endofiticos nas plantas tem sido muito discutido; e
embora pouco entendido, uma associa¢ao simbidtica tém sido sugerida (CREWS et al., 2004).
As BPCP’s estimulam diretamente a fixagdo de nitrogénio (VERMA et al., 2001; HAN et al.,
2005; ASHRAF et al., 2011). Além da estimulagdo da fixa¢do do nitrogénio e contribui¢dao
na nutricdo vegetal de varias espécies vegetais como milho, arroz, braquiaria e cana-de-
acucar, a interacdo entre bactérias diazotroficas e plantas também exerce outros beneficios
que auxiliam, direta ou indiretamente, o crescimento vegetal (MOREIRA et al., 2010;
SARKAR & REINHOLD-HUREK, 2014), pela capacidade de solubilizar nutrientes
(RODRIGUEZ & FRAGA, 1999; SINGH et al., 2007; SHUKLA et al., 2008), produzir

hormdnios de crescimento através da presenca de 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC)
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deaminase (CORREA et al., 2004; ESQUIVEL-COTE et al.,2013); acido indol acético (AIA)
(CATTELAN, 1999; CASSAN et al., 2009; RICHARDSON & SIMPSON, 2011; SANTOS
et al., 2015) e indiretamente por antagonismo a fungos patogénicos a produgao de sider6foros
, quitinase, B-1,3-glucanase, antibioticos, pigmentos fluorescentes, solubilizagdo de fosfato e
cianetos (RENWICK et al., 1991; BURD et al., 1998; WENBO et al., 2001; STROBEL &
DAISY, 2003; ESTRADA etal.,2013).

A grande vantagem das bactérias endofiticas em relagdo as epifiticas ¢ o fato de
colonizarem internamente as plantas, um habitat protegido onde exercem mecanismos
diversos (PEIXOTO NETO et al., 2002). Mendes & Azevedo (2007) sugerem, dentro da
definicdo de micro-organismos endofiticos, a divisdo de endofiticos em dois tipos, os que
produzem estruturas externas a planta, e os que nao produzem.

A promocdo do crescimento vegetal se da principalmente pela producdo de
fitormdémios como as auxinas, citocininas, giberelinas, acido abscicico e etileno pelas
bactérias endofiticas. A producdo desses fitormdnios ja foi relatada em bactérias como
Gluconoacetobacter, Azospirillum, Herbaspirillum, Erwinia, Pantoea e Pseudomonas (LEE
et al. 2004; KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2004). O acido indol acético ¢ considerado uma
auxina de ocorréncia natural com efeitos fisioldgicos nas plantas como a promocdo do
crescimento apical (LAMBRECHT et al., 2000).

Outros géneros de a e B-proteobactérias tem sido identificados como BPCP’s, entre
eles Actinoplanes, Agrobacterium, Alcaligens, Amorphosporangium, Arthrobacter, Azoarcus,
Azospirillum,  Azotobacter, Bacillus, Beijerinckia, Bradyrhizobium, Burkholderia,
Cellulomonas, Citrobacter,  Derxia,  Enterobacter,  Erwinia,  Flavobacterium,
Gluconacetobacter, Herbaspirillum, Klebsiella, Pantoea, Paenibacillus, Pseudomonas,
Rhizobium, Serratia, Streptomyces ¢ Xanthomonas (DASH & GUPTA, 2001; SPAEPEN et
al., 2009; SAHARAN & NEHRA, 2011).

Algumas dessas bactérias sdo capazes de apresentarem mais de um mecanismo de
promogao de crescimento em plantas (AHMAD et al., 2008). O etileno ¢ uma molécula que
regula o crescimento vegetal estando em baixas concentragdes, porém sua produgdo pode ser
aumentada em condi¢des de estresse. A enzima l-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC)
encontrada em muitos micro-organismos promotores de crescimento pode promover uma
protecdo significativa das plantas contra niveis elevados de etileno (GLICK, 2012; 2014).

Os principais grupos de BPCP’s encontram-se nos filos Bacteroidetes, Cianobacterias,
Actinobacterias, Firmicutes e Proteobacterias. O uso destes micro-organismos resulta em

processos ecologicamente benéficos contribuindo para alcangar uma maior sustentabilidade
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no setor agricola (FIGUEIREDO et al., 2010b). A aplicacio de misturas de BPCP’s
representa uma importante estratégia na promogdo de crescimento, dependendo da
combinagdo e compatibilidade dos isolados envolvidos tanto na promog¢do de crescimento
quanto no biocontrole. O antagonismo entre bactérias aplicadas em mistura pode influenciar o
desempenho das BPCP’s (De BOER et al., 1999). Por outro lado, o aumento da diversidade
genética obtida pela mistura proporciona diferentes padrdes de colonizagdo, maior gama e
interacdo dos mecanismos de acdo, resultando em tratamentos contra multiplos patogenos,
que atuam sob uma faixa mais ampla de condigdes ambientais tais como pH, umidade e
temperatura (DASHTI et al., 2000).

O uso de combinagdes de isolados com diferentes capacidades metabolicas (FBN,
mobilizagao-P, produgdo de fitormonios e antibioticos) tem sido recomendado para aumentar
a eficiéncia de biofertilizantes contendo BPCP’s em plantas leguminosas (FIGUEIREDO et
al., 2008; RODRIGUES et al., 2012) e ndo leguminosas (OLIVEIRA et al., 2006; BASHAN
et al., 2014), principalmente em solos que apresentam baixos teores de matéria organica e
alta fixacao de fosforo (P), o que os torna pouco eficientes em fornecer nitrogénio e fosforo
para as plantas, limitando a produgao.

A interacdo entre as BPCP’s e as espécies vegetais pode resultar em efeitos benéficos
que vao desde o aumento da taxa de germinagdo, do crescimento das raizes, colmos e/ou
caules, do numero de folhas e da area foliar, do crescimento de tubérculos, do numero de
flores at¢ um aumento do rendimento da produtividade vegetal (COMPANT et al. 2010).

Pesquisas sobre aplicacdes praticas de BPCP’s tém tido sucesso na medida em que ja
existem produtos comerciais a base dessas bactérias nos Estados Unidos, China, Australia,
Pais de Gales e Nova Zelandia (LUZ, 1996). Na China, as BPCP’s sdo aplicadas
extensivamente no campo, chegando a induzir aumentos médios de cerca de 21% em
produtividade (FIGUEIREDO et al.,2010a).

Reis et al. (2000) relatam que o gendtipo da planta € o fator chave para o sucesso e
obtenc¢do dos beneficios causados pelas BPCP’s. Algumas bactérias endofiticas antagonistas
tém sido testadas para o controle bioldgico de fungos fitopatogénicos (CHEN et al., 1995).

Lacava et al. (2008) relatam que os micro-organismos endofiticos sdo uma nova fonte
para busca de moléculas bioativas de interesse em diversas areas como as industrias
farmacéuticas e agricolas.

Tem sido demonstrado que estirpes isoladas de uma espécie vegetal sao mais aptas a
se restabelecer nas raizes, quando inoculadas na mesma espécie vegetal, sendo denominadas

estirpes homodlogas (BALDANI & BALDANI, 2005). Além disso, admite-se ser o genotipo
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da planta fator-chave para obtencdo dos beneficios causados por bactérias diazotroficas

endofiticas (REIS et al., 2000).

2.4 Identificacao de Bactérias Diazotroficas

Segundo van Elsas & Boersma (2011), o estudo de popula¢des microbianas que
habitam o ambiente natural ¢ fundamental na compreensdao do funcionamento dos
ecossistemas. Zilli et al. (2003), relatam que a diversidade de micro-organismos como
indicador da qualidade do solo tem sido bastante estudado, especialmente na ultima década,
com o advento de técnicas de biologia molecular que t€ém favorecido a avaliagdo dos micro-
organismos em amostras ambientais (COUTINHO et al., 1999; TIEDJE et al., 2001).

No passado, o estudo da diversidade microbiana foi baseada em técnicas que eram
dependentes de cultivo, proporcionando informagdes limitadas devido a falta de meios de
cultura que reproduzem com precisdo os diferentes nichos ecoldgicos em um ambiente
externo ao laboratorio (FIGUEIREDO et al., 2013). Portanto, apenas uma pequena fragcdo da
diversidade microbiana existente no ambiente pode ser cultivada in vitro, o que provoca uma
subestimacdo da diversidade natural (TYSON & BANFIELD, 2005).

Saikia & Jain (2007), relatam que apesar dos avangos tecnoldgicos nos estudos
genéticos, foi pouco o sucesso obtido na procura de uma interacdo mais especifica entre as
bactérias diazotréficas com as gramineas.

Desde a década de 20, sdo utilizados testes bioquimicos e fisiologicos para ajudar na
taxonomia bacteriana (BUSSE et al., 1996). Esses métodos usam, entre outras coisas, a
capacidade de utilizagdo de diferentes fontes de carboidrato e a presenca de determinadas
enzimas. Essas técnicas de identificagdo, gerava grande problema, pois organismos sem
relacdo filogenética entre eles, podiam apresentarem caracteristicas semelhantes quando
ocupassem o mesmo ambiente. Até que Kirchoff (1997), admitiu que a identificacdo de novos
isolados ¢ dificil se for baseada em critérios puramente fenotipicos e fisiologicos e,
principalmente, se as caracteristicas mostradas por um isolado em particular ndo sao
completamente idénticas as espécies ja descritas. Por esse motivo, tem se recomendado uma
abordagem polifasica para a identificagdo de bactérias. Isso inclui informacgdo fenotipica,
genotipica e filogenética (VANDAMME et al., 1996).

Segundo Andreote et al. (2009) e Roesch et al. (2010), a diversidade microbiana

pode ser avaliada de forma mais ampla, pela utilizacdo de técnicas mais modernas como a
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biologia molecular, possibilitando o estudo dos micro-organismos tanto dependentes com
independentes de cultivo, pela detec¢do de 4cidos nucleicos.

O emprego dessas técnicas moleculares tornou-se possivel a partir dos estudos
pioneiros de Pace et al. (1986), em andlises de estrutura de comunidades microbianas
utilizando as informagdes da sequéncia de nucleotideos do gene da subunidade 16S do rRNA
ribossomal (16S rDNA). Este gene tem sido muito utilizado por estar presente em todas as
bactérias, derivar de um ancestral comum, além de ser geneticamente estavel e apresentar um
tamanho suficiente para analises filogenéticas (CHENEBY et al., 2000, KHAMIS et al.,
2005).

Para auxiliar nos estudos de filogenia, a técnica conhecida como PCR (Reag¢do em
cadeia da polimerase), permite a amplificagdo de sequéncias definidas do DNA, utilizando
iniciadores especificos, assim como andlises do gene 16S rRNA ribossomal de bactérias
fixadoras de nitrogénio (CHUEIRE, et al., 2000).

Métodos varidveis e suas combinagdes, estdo sendo utilizados para verificar a
posi¢do taxonOmica das bactérias e, alguns, mostram boa correlacdo com o sequenciamento
do gene 16S rRNA (JUNIOR et al.,2009).

O gene 16S rRNA tem sido largamente utilizado para estudos taxondmicos, pois
permite a analise de sequéncias tanto estreitamente relacionadas quanto entre micro-
organismo mais distantes (STACKEBRANDT & GOEBEL, 1994), assim como uma fonte
promissora para descoberta de novos recursos biotecnoldgicos (BENEDUZZI et al., 2008;
RATON et al., 2011; PEREIRA et al., 2011). Este gene ¢ considerado mais adequado para
estudos de ecologia e filogenia microbiana permitindo identificacdo mais segura a nivel de
géneros. Além disso, o uso do gene 16S rRNA ainda permite a andlise de correlagdo entre o
gendtipo e o nicho estudado (CHENEBY et al. 2000; GRIBALDO & BROCHIER 2009 ).
Devido a conservagao presente na sequéncia do gene 16S rRNA ¢ possivel uma estimativa da
distancia filogenética. Os amplicons obtidos através dessa regido sdo sequenciados e
analisados usando um banco de dado como o National Center for Biotechnology Information
— NCBI, onde estao depositadas sequéncias do mesmo gene e, com softwares apropriados,
permitem rapida identifica¢do de bactérias com base na sequéncia rRNA (IGUAL et al.,2001).

Estudos de diversidade identificaram diferentes grupos de bactérias diazotroficas
endofiticas: rizobios (a-proteobactérias); Framkia (em Actinobacteria); cianobactérias;
bactérias que pertencem a varios géneros de bactérias, tais como Bacillus, Burkholderia,
Enterobacter, Herbaspirillum, Methylobacterium, Paenibacillus, Pantoea, Pseudomonas, ¢

Stenotrophomonas, que colonizam a superficie tecidos vegetais, sem a formacao de estruturas
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diferenciadas; ¢ endofitos (KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2004 ; FRANCHE et al., 2009 ;
RIBEIRO et al., 2009, LINDSTROM et al., 2010; TRIPP et al., 2010 ; MONTEIRO et al.,
2012; ZOHARA et al.2016 ).

Recomenda-se cuidado na escolha do fragmento de rDNA a ser amplificado e
analisado. No caso da andlise de diversidade de grupos de individuos com elevada afinidade
genética, o fragmento amplificado deve incluir o espago intergénico 16S-23S rDNA. Esta
regido intergénica apresenta maior variabilidade ndo s6 na sua composi¢do de bases como
também no seu tamanho ao serem comparadas as regides génicas 16S ou 23S (REIS JUNIOR
et al., 2004; FOSTER et al., 2008; PINOT et al., 2011). Informacdes sobre esta regido
intergénica vém sendo agregadas nos ultimos anos, e o alinhamento de sequéncias disponiveis
em banco de dados mostra que pode ocorrer variagdes inter e intra-especificas consideraveis
tanto no tamanho assim como na sequéncia de bases (LAGUERRE et al., 1996).

Varios estudos tém sido realizados utilizando técnicas moleculares, com o intuito de
identificar e avaliar a diversidade e a filogenia de micro-organismos presentes nos diferentes
ambientes. Dentre as técnicas moleculares, destacam-se a analise de rep-PCR (PCR de
sequéncias repetitivas de DNA) (GRANGE, 2004; STOCCO, et al., 2008), que permite a
amplificacdo de sequéncias definidas da molécula de DNA. Estes elementos repetitivos
parecem estar localizados em distintas posi¢des intergénicas no genoma, em ambas as
orientacdes. Existem trés familias principais desses elementos, incluindo as sequéncias REP
(Repetitive Extragenic Palindromic) (35-40 pb) (STERN et al., 1984), ERIC (Enterobacterial
Repetitive Intergenic Consensus) (124-127 pb) (HULTON et al., 1991) e BOX — subdivididas
em Box A (54 pb), Box B (43 pb) e Box C (50 pb) (MARTIN et al., 1992).

Os oligonucleotideos com essas sequéncias tém sido desenhados e utilizados para
amplificar regides entre estes elementos repetitivos por meio de PCR, gerando perfis
especificos (fingerprinting) que podem ser utilizados para identificacio de espécies
bacterianas, sendo estas técnicas denominadas de REP-PCR, ERIC-PCR e BOX-PCR
(GILLINGS & HOLLEY, 1997).

A técnica de BOX-PCR, utilizando o primer BOX A1R, ¢ baseada nas sequéncias
palindromicas repetitivas, os elementos BOX. Essa técnica possui uma sequéncia especifica
quando amplificadas, permitindo a observagdo de padrdes altamente caracteristicos, robustos,
com mais detalhes dos isolados, quando as amostras sdo submetidas a separacdo em gel de
agarose (SELENSKA-POBELL,1995).

Nesta técnica, regioes repetitivas e altamente conservadas do genoma bacteriano sao

amplificadas, incluindo os elementos BOX, j& descrito anteriormente, sendo o Box A o mais
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comun. O iniciador BOX AIR permite uma caracterizagdo mais detalhada dos isolados, e
produz fragmentos de impressoes digitais robustas com um padrdo complexo. Portanto, o
primer BOX AIR ¢ geralmente usado para diferenciar cepas bacterianas (MARQUES et al.,
2008; LEE & WONG 2009). BOX-PCR reune varias vantagens, uma vez que ¢ uma técnica
rapida, de execucao facil e altamente discriminatéria para espécies, produzindo resultados que
representam bem as analises baseadas na homologia DNA-DNA (De BRUJIN, 1992).

Os primers utilizados pela técnica de rep-PCR, em especial ao BOX-PCR, nao sdo
especificos para género, espécie ou estirpe, porém a técnica permite que primers
generalizados sejam utilizados para comparar diferengas entre bactérias numa mesma
populacdo. Considerada uma ferramenta universal, a técnica de BOX-PCR ¢ utilizada em
estudos de variagdes genOmicas em organismos procariontes e reflete a variabilidade do
genoma por inteiro (IGUAL et al., 2001).

Essa técnica tem sido aplicada para o estudo da diversidade microbiana associada a
vegetais ou a diferentes solos (KUKLINSKY- SOBRAL et al.,, 2004), analise da diversidade
genética de Dbactérias degradadoras de pesticidas (DESAINT et al., 2000), em estudo
genético de isolados de rizobios em feijao-fava (ANTUNES, 2010), caracterizacdo e
identificacdo de bactérias diazotroficas (CRUZ et al., 2001; LIRA-CADETE et al., 2012;
ANDREOQLLI et al., 2016), em estudos taxondmicos e filogenéticos (RODAS et al., 2003;
SAAVEDRA, 2013; LUCENA-PADROS & RUIZ-BARBA, 2016 ) entre outros.

Segundo Hungria et al., (2008) a analise por BOX-PCR resulta em perfis com maior
amplicons e menor custo na andlise, por requerer um unico primer (palindromo) . Além
disso, a analise por BOX-PCR possui poder de discriminacao e confiabilidade em diferenciar
estirpes, além de ser um método que possui repetibilidade, sendo recomendando a obtengao
de perfis a partir de BOX-PCR para a utilizacdo no controle de qualidade de colegdes de
culturas de bactérias diazotroficas e promotoras do crescimento de plantas (dA SILVA,

2013).

2.5 Quantificacio da contribuicao da fixacao biolégica de nitrogénio

Segundo Baldani et al.(2009), as técnicas mais empregadas para a quantificagdo da
FBN em plantas da familia Poaceae, em casa-de-vegetacdo ou no campo, sdo: balanco de N
total do sistema solo-planta, técnica de resposta de médio a longo prazo, e as técnicas
isotopicas empregando o "N, pela diluicdo isotdpica utilizando o °N ou pela abundancia
natural de '°N. Porém, para serem usadas em campo, ajustes importantes foram realizados

envolvendo as culturas de cana-de-actucar, arroz, milho (BODDEY et al., 2001).



35

A técnica de abundéncia natural vem sendo aplicada em algumas culturas como
no arroz (BODDEY et al., 2001), milho (MONTANEZ et al., 2009), capim-elefante (DE
MORALIS et al., 2012) e na cana-de-agucar (BODDEY et al., 2000; URQUIAGA et al., 2012;
SCHULTZ et al., 2014). Esta técnica parte do principio da evidéncia de enriquecimento
naturalmente do solo onde qualquer material existente na atmosfera que possua nitrogénio em
sua constituigio apresenta a seguinte composi¢do isotopica: 99,6337 % de atomos de N e
0,3663 % de atomos de °N, considerado estavel (JUNK & SVEC, 1958). Como ja descrito
anteriormente, o N do solo ¢ levemente enriquecido em N em comparacio ao N, do ar
(SHEARER & KOHL, 1986). Existe uma diferenga de abundancia natural de '°N entre as
plantas que obtém o nitrogénio do ar e as plantas que obtém o N apenas do solo, estas sdo
chamadas plantas de referéncias.

Como as diferencas entre o enriquecimento natural de '’N no solo e no ar sio
extremamente pequenas, foi proposto o uso da unidade delta, delta "N (5'°N). Uma unidade
de 5'°N representa uma diferenca de um por mil (1%o) no enriquecimento de '°N entre o solo
e o ar, sendo que por convengdo que o Gltimo representa 8'°N = zero. Sendo assim, o solo
pode apresentar valores de 0 a 30 por mil a mais de "°N que o ar, variando, geralmente, de
quase zero (em solos arenosos e pobres em matéria organica) até 10 deltas em solos altamente
intemperizados, argilosos e com mais matéria organica ( BALDANI et al.,2009).

Espécies capazes de obter da atmosfera a maior parte do N necessario para sua
nutri¢do, apresentardo valores de 8'°N bem proximos a zero, uma vez que a maior parte vira
do N atmosférico que é o padrio da técnica, e possui 0,3663 % de '°N, ou seja, zero unidades
de 8'"°N em excesso. Por outro lado, as espécies ndo fixadoras crescendo no mesmo solo, terdo
valores de 8'°N mais elevados e proximos aos do solo, uma vez que todo ou a maior parte do
N necessario para o seu desenvolvimento serd derivado do N disponivel no solo (SCHULTZ,
2012).

A utilizagdo da técnica de abunddncia natural de "N, tem sido amplamente
utilizada nos ultimos anos devido ao menor custo e a possibilidade de aplicagdo imediata em
sistemas naturais ou agricolas. Entretanto, a analise da abundancia natural do '’N demanda
equipamentos mais sofisticados e, dependendo do local de estudo, a variabilidade na
marcagdo natural do solo e os processos de discrimina¢do isotopica podem mascarar os
resultados (BODDEY et al., 2001).

Exitem relatos na literatura que a aplicagdo de inoculantes biologicos na cultura
da cana-de-agucar, pode atuar no desenvolvimento do sistema radicular, alterando sua

morfologia, podendo comprometer o resultado da quantificagio do N provindo da FBN



36

(ROESCH et al., 2005). Schultz et al. (2012), constataram fortes evidéncias de que o
inoculante pode influenciar a marcha de absor¢do do N disponivel no solo, provavelmente
alterando a morfologia do sistema radicular, comprometendo assim a quantificagdo do N
derivado do processo de FBN.

A selecao de variedades de poaceas com base na eficiéncia da FBN pode ser feita
aplicando-de esta técnica. Na cana-de-acucar, um levantamento realizado nas principais areas
produtoras do Brasil, foi constatado que a contribuicdo da FBN no primeiro ciclo de cultivo,
quando a cultura geralmente ndo responde a adubag@o nitrogenada, teve alcance de até 71%
das necessidades de N (BODDEY et al., 2001). Neste mesmo estudo foi constatado que a
FBN em cana ¢ fortemente dependente da variedade, do tipo de solo (disponililidade de
molibdénio) e das condigdes de umidade do solo. Xavier (2006), avaliando a FBN em sete
variedades comerciais de cana e duas variedades selvagens em um solo com baixa fertilidade,
baixos teores de N disponivel (0,07% Ntotal), sem fertilizado nitrogenada e empregando
milho e sorgo como referéncias, determinou que a contribuido da FBN nas variedades
comerciais oscilou entre 24 a 43%.

Estes reultados ajudam explicar a baixa resposta da cultura a adubacao
nitrogenada, especialmente no primeiro ciclo, demonstra a importancia da contribuido da FBN
associada a esta cultura, ndo apenas para a economia de fertilizantes nitrogenados, mas
também para a preservado do meio ambiente (BALDANI, et al., 2009).

Hé necessidade de maior aprofundamento em estudos que determinem a real
contribuicdo da FBN com o intuito de promover maior produtividade, assim como, contribuir
para a preservacdao do meio ambiente. Apesar da constancia com que as bactérias endofiticas
sdo isoladas, ainda sdo pouco conhecidas suas potencialidades fisiologicas, que implicam
diretamente nas possiveis trocas entre esses micro-organismos ¢ plantas (MARTINS et al.,

2008).
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Parte I

CARACTERIZACOES MORFOFISIOLOGICA, BIOQUIMICA E MOLECULAR DE
BACTERIAS DIAZOTROFICAS ENDOFITICAS EM CANA-DE-ACUCAR

RESUMO

A cultura da cana-de-agucar (Saccharum spp.) tem um papel de destaque mundial, sendo
matéria-prima de duas das principais commodities brasileira, o agucar e o etanol. O estudo da
diversidade da comunidade microbioldgica associada a cana-de-a¢ticar ¢ uma ferramenta que
pode auxiliar na obten¢do de bactérias eficientes para promog¢do do crescimento das plantas,
aumentando a produtividade e diminuindo a utilizacdo de insumos. As bactérias podem
interagir com a planta de forma direta, fornecendo substincias que auxiliam no crescimento
vegetal. O objetivo desse trabalho foi isolar e determinar as caracteristicas morfofisiologicas,
bioquimicas e moleculares de bactérias endofiticas de folha e colmo de trés variedades de
cana-de-acgtcar (RB 867515; RB 1011 ¢ RB 92579), visando a formulagdo de inoculantes
microbianos com potencial de promover crescimento vegetal. O oligonucleotideo BOX-A1R,
foi utilizado para diferenciar os isolados semelhantes e posterior sequenciamento parcial do
gene 16S rRNA ribossomal. Foram obtidos 56 isolados, sendo 62,5% do colmo e 37,5% da
folha, em sua maioria Gram positivos, de crescimento rapido e ndo produtores de muco em
meio de cultura. O BOX-PCR permitiu diferenciar os isolados em 34 perfis de bandas
diferentes, pela formacdo de cinco agrupamentos distintos. Foram selecionados 35 isolados
para os testes bioquimicos e/ou fisioloégicos. Todos apresentaram respostas positivas e
variaveis para o acido indol-3-acético(AIA) na presenca de L-triptofano, variando de 0,01 a
30,77 mg de AIA.L™" 97 % reduziram acetileno (ARA) com valores entre 4,14 ¢ 7,84 nmol
C,Hu/hora/mg de proteina ; 66 % apresentaram capacidade de solubilizar fosfato inorgénico;
26 % de produzirem urease, 34 % de produzirem proteases; 17 % de produzirem amilase; 68
% de produzirem lipase; 14 % de produzirem quitinase; 17 % de produzirem sideréforo; 71 %
de produzirem ACC deaminase; 54 % de produzirem N-acil-homoserina lactona (AHL); 51
% de produzirem catalase e 23 % apresentaram capacidade hidrolitica de degradarem a
gelatina. O sequenciamento do gene 16S rRNA indicou a presenga de sete diferentes géneros,
distribuidos em quatro grupos, sendo o género Bacillus com maior nimero de representante
(46 %), seguido de Paenibacillus (20 %), Burkholderia (14 %), Herbaspirillum (6 %),
Pseudomonas (6 %), Methylobacterium (6 %) e Brevibacillus (3 %). As caracterizagdes
bioquimica e molecular dos isolados endofiticos de colmo e folha de cana-de-agucar revelou
uma diversidade de bactérias colonizando esta planta, com potencial biotecnoldgico para
serem usadas como biofertilizantes. Foram selecionados trés isolados (IPAC-CC9, IPA-CC33
e IPA-CF65) pela atividade da nitrogenase e em conjunto com as respostas dos testes
bioquimicos para serem avaliados quanto ao potencial de promog¢ao de crescimento na cana-
de-agticar em experimentos em campo.

Palavras-chave: Bactérias promotoras de crescimento em plantas; fixacdo bioldgica do
nitrogénio; BOX-PCR; 16S rRNA
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MORPHOPHYSIOLOGICAL CHARACTERIZATION, BIOCHEMICAL AND
MOLECULAR ENDOPHYTIC BACTERIA IN SUGARCANE

ABSTRACT

The culture of sugarcane (Saccharum spp.) Has a global leadership role, with raw material
from two of the main Brazilian commodities, sugar and ethanol. The study of microbial
diversity associated with plants, especially those of global economic importance, presents
itself as an important alternative to improve its characteristics thus promoting more and better
sustainability. This process can be based on the development of microbial inoculants
containing bacteria capable of increasing crop productivity, reducing both the environmental
impact and the cost of production for the producer. Bacteria can interact directly with the
plant, providing substances that aid in plant growth. The objectives of this study was to isolate
and determine the morphophysiological and molecular characteristics of endophytic leaf
isolated and thatched three varieties of sugarcane: RB 867 515; RB 1011 and RB 92579,
aiming to promote plant growth. The oligonucleotide BOX-AIR was used to differentiate
between similar and further isolated partial sequencing 16S rRNA ribosomal gene. 56 isolates
were obtained, being 62.5% and 37.5% of the stem of the leaf. Morphophysiological
characterizations of all isolates were performed. For the Gram stain, 62.5% were positive. The
BOX-PCR allowed to differentiate isolates in 34 different band profiles by forming five
distinct groupings. 35 isolates were selected for biochemical and / or physiological such as
Gram staining; urease; protease, amylase, lipase, chitinase, phosphate solubilization (NBRIP);
siderophore; enzymatic activity of ACC deaminase; N-acyl homoserine lactones (AHLs);
catalase; gelatinase; nitrogenase activity by the technique of reducing the acetylene (ARA)
and production of indole-3-acetic acid (AIA). All isolates showed positive feedback variables
to indole-3-acetic acid (AIA) in the presence of L-tryptophan of 00.1 of the 30.77 mg AIA.L"
' 97% reduced acetylene (ARA) the values ranging from 4.14 C,H; 7.84 nmol / hr / mg
protein, 65.71% showed ability to solubilize inorganic phosphate 25.71% to produce urease to
produce proteases 34.29%, 17.14% to produce amylase, lipase to produce 68.57%, 14.29% to
produce chitinase to produce siderophore 17.14%, 71.43% to produce ACC deaminase,
54.29% to produce N-acyl homoserine lactone (AHL), 51.43% of produce catalase 22.86%
and 22.86% had hydrolytic ability to degrade gelatin. Sequencing of the 16S rRNA gene,
indicated the presence of seven different genera distributed into four groups: the genus
Bacillus with the most representative (45.71%), followed by Paenibacillus (20%),
Burkholderia (14.29% ) Herbaspirillum (5.71%), Pseudomonas (5.71%), Methylobacterium
(5.71%) and Brevibacillus (2.86%). Biochemical and molecular characterization of
endophytic isolates stem and sugarcane leaf, revealed a diversity of bacteria colonizing this
plant, with biotechnological potential to be used as bio-fertilizers. Three isolates were selected
(IPAC-CC9, TPA-CC33 and IPA-CF65), the nitrogenase activity and together with the
responses of biochemical tests for reviews the potential to promote growth in sugarcane field
experiments.

Key words: Growth promoting bacteria in plants; biological nitrogen fixation; prospecting,
BOX-PCR, 16S rRNA, siderophore
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1 INTRODUCAO

Originaria da Nova Guiné, a cana-de-acicar (Saccharum spp.) foi a primeira
atividade agricola expressiva economicamente no Brasil, que atualmente ¢ o maior produtor
mundial. Introduzida no Brasil por volta de 1532 por Martim Afonso de Sousa, passou a ter,
desde entdio, significativa importancia para o pais (MINISTERIO DA AGRICULTURA
PECUARIA E ABASTECIMENTO, 2008).

Estudos tém demonstrado que a fixagdo bioldgica de nitrogénio (FBN) contribui
significativamente no nitrogénio total da cultura da cana-de-agticar (REIS et al., 1999;
TAULE, et al., 2012). A FBN ¢ realizada por representantes de diversos grupos filogenéticos
bacterianos, denominados diazotroficos. Estas bactérias podem ser encontradas livres em
diversos ecossistemas, estabelecer simbioses ou estar associados as plantas, sendo neste
ultimo caso denominados de diazotroficas associativas. As bactérias diazotroficas associativas
podem contribuir para o crescimento vegetal ndo s6 pelo fornecimento de nitrogénio, mas
também por outros mecanismos como produ¢do de fitormonios, solubiliza¢do de fosfatos e
antagonismo a fitopatdgenos (MOREIRA et al., 2010).

As bactérias diazotréficas, podem colonizar a regido rizosférica, o interior
(endofiticas) ou superficie (epifiticas) de tecidos vegetais, inclusive plantas de cana-de-agucar
promovendo ganhos em seu desenvolvimento (BODDEY et al., 2003). As bactérias
endofiticas podem ter uma vantagem sobre as bactérias que habitam a rizosfera, uma vez que
vivem dentro do tecido das plantas, o que representa uma oportunidade de estar sempre em
contato com as células vegetais e, portanto, de exercer mais facilmente um efeito benéfico
direto (SANTOYO et al., 2016).

Os mecanismos utilizados por bactérias que sdo consideradas promotoras de
crescimento de plantas (BPCP’s) sdo razoavelmente bem conhecidos e compreendidos
(GLICK, 1995; GAMALERO & GLICK, 2011; GLICK 2015). Conceitualmente, essas
bactérias podem afetar o crescimento de plantas, de forma direta ou indireta. A promogao de
forma direta ocorre quando a bactéria facilita a aquisicdo de recursos do ambiente, incluindo
nitrogénio, fosforo e ferro; ou modulando o crescimento da planta, fornecendo ou regulando
a expressao de varios hormoénios vegetais, incluindo auxina, citocinina ou etileno. De forma
indireta, a bactéria previne os danos as plantas que poderiam ser causadas por varios agentes
patogénicos, incluindo bactérias, fungos e nematdides. Existe um grande numero de

mecanismos comuns que BPCP’s usam para promover indiretamente o crescimento das
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plantas, incluindo a producdo de antibidticos, liberando enzimas que degradam a parede
celular; diminuindo os niveis de etileno nas plantas, causado por estresses bidtico e abidtico
pela sintese da enzima ACC deaminase (l-aminociclopropano-1-carboxilato ) que cliva o
composto ACC, o precursor imediato de etileno em todas as plantas superiores, induzindo a
resisténcia sistémica; diminuindo a quantidade de ferro disponivel para agentes patogénicos
assim como a sintese de compostos volateis de inibi¢do a patogenos (ALI et al., 2015;
GLICK, 2015; PANDYA et al., 2015).

O numero de espécies de bactérias identificadas como BPCP’s tem aumentado
consideravelmente nos Ultimos anos devido ao aumento da disponibilidade de ferramentas
moleculares para o estudo de varios habitats revelando o modo de acdo de vérias espécies
bacterianas (ALI et al., 2014; CHAUHAN et al., 2015; COUTINHO et al., 2015).

BOX-PCR ¢ uma técnica utilizada para diferenciar isolados bacterianos
filogeneticamente muito proximos (De BRUIJN et al., 1996; MENNA et al., 2009) podendo
ser aplicada para andlise genotipica de bactérias diazotroficas de maneira eficiente
(LAGUERRE et al., 1997, KASCHUK et al., 2006) e para distinguir os isolados abaixo do
nivel de espécie (VERSALOVIC et al., 1991). A utilizagdo do primer BOX-A1R tem
permitido a caracterizagdo de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas pela formagdo e
amplificagdo por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) de diversos perfis. Como a técnica ¢
baseada na amplificagdo de regides repetitivas do genoma, ela tem sido amplamente utilizada
por ser considerada de facil execucdo, principalmente para analise de grandes populagdes
bacterianas (MEHTA et al., 2002).

Até hoje, a maioria das técnicas moleculares destinadas aos estudos microbioldgicos
sdo baseadas nas diferengas que existe na composi¢cdo dos genes ribossomais. Em bactérias, o
gene 16S rRNA ¢ o mais amplamente utilizado, sendo considerado uma das mais importantes
moléculas para o estudo filogenético e de ecologia microbiana (LOUWS et al., 1999). O
sequenciamento desse gene permite a identificacdo de micro-organismos ao nivel de género e
possivelmente ao nivel de espécie, como também pode permitir correlagdes entre o gendtipo e
o ambiente estudado (CHENEBY et al., 2000).

O estudo da diversidade da comunidade microbioldgica associada a cana-de-
acucar ¢ uma ferramenta que pode auxiliar na obtencao de bactérias eficientes para promog¢ao
do crescimento das plantas, aumentando a produtividade e diminuindo a utiliza¢do de
insumos. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi isolar e determinar as caracteristicas

morfofisiologicas, bioquimicas e moleculares de bactérias endofiticas de folha e colmo de trés
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variedades de cana-de-actcar (RB 867515; RB 1011 e RB 92579), visando a formulacao de

inoculantes microbianos com potencial de promover crescimento vegetal em plantas.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta do material vegetal e isolamento de bactérias diazotréficas em cana-de-
acicar

Para o isolamento das bactérias diazotroficas endofiticas, foram utilizadas as
variedades de cana-de-agucar RB 867515; RB 1011 e RB 92579, coletadas em cultivos
comerciais, antes da floragdo, na usina Japungu (7°10°38.85> S / 34°58°12.72°W), no
municipio de Santa Rita, e na destilaria Tabu (7°30' 30.19" S / 34°52' 33.17" W), no
municipio de Alhandra, ambas na Paraiba. Folhas e colmos foram utilizados para o
isolamento dos micro-organismos. As amostras foram transportadas para os laboratorios de
Biologia do Solo e Genomica do Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA).

Para a esterilizacdo superficial das folhas foi utilizada 4gua corrente, depois
foram imersas em 4lcool a 70% por 30 min em seguida em uma solu¢do de hipoclorito de
sodio a 5% por 30min., lavadas com agua destilada para a retirada do hipoclorito de sddio e
secas em papel absorvente. Para os colmos, apds lavagem superficial com agua destilada, foi
feita imersdao em dalcool a 70% por 30 min., seguida de lavagem com agua destilada e
posterior secagem em folhas de papel absorvente.

Para proceder ao isolamento, pequenos pedacos de folhas e colmos (10g)
desinfestados superficialmente foram triturados, separadamente, com solu¢ao salina (NaCl a
5%) e colocados em tubos do tipo penicilina contendo meios semissolido especificos para
Azospirillum spp., Herbaspirillum spp., Gluconacetobacter diazotrophicus e Burkholderia
spp., conforme metodologias sugeridas por Dobereiner et al. (1995) e Videira et al. (2007),
com trés repeticdes para cada amostra de planta. Ao tubos foram acondicionados em estufa
bacterioldgica a 30°C por até cinco dias até a visualizagdo das peliculas aerotaxica tipica. Os
meios de cultivo utilizados estdo descritos na Tabela 1.

Ap6s a formacao da pelicula aerotaxica tipica, proxima da superficie do meio, as
culturas foram repicadas novamente para novos meios semissolidos, até formagdao de nova
pelicula (DOBEREINER et al. 1995). Posteriormente, foram riscadas em placas de Petri, em
meios solidos especificos e em meio s6lido batata e batata-P, incubadas em estufa a 30°C, por

cinco dias, até a purificagdo dos isolados. Apds a confirmacdo da pureza, os isolados foram
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estocados em triplicata em meio de cultura batata e batata-p, adicionando ao meio de cultura

Oleo mineral estéril.

Tabela 1: Meios de cultivo (semissolido e s6lido) sem adi¢do de nitrogénio utilizados para o
isolamento, purificagdo e armazenamento de bactérias diazotréficas endofiticas.

Género privilegiado Meio de Cultivo e Referéncias
Armazenamento
Azospirillum brasilense, NFb, Batata Baldani & Dobereiner (1980)
A. lipoferum
Azospirillum amazonense LGI, Batata Dabereiner et al. (1995)
e LGI-P, Batata-P 3&;13:;1 (1984); Dobereiner et al. (1995); Reis et al.
. Baldani et al. (1984); Ddbereiner et al.(1995);
Burkholderia spp. LGl e IMV, Batata Estrada-de los Santos et al. (2001) e Reis et al.
(1994)
Herbaspirillum spp. INFb, Batata Baldani et al. (1992); Videira et al. (2004)
Sphingomonas spp. JNFD, Batata Baldani et al., (1992); Baldani, (1996) ; Videira et
al. (2004)
Pantoea spp. LGI-P, Batata-P Reis et al., (1994); Dobereiner et al. (1995); Loiret

et al.,(2004)

2.2 Caracteriza¢oes morfolégica e fisiolégica das colonias

As caracterizacdes morfoldgica e fisioldgica da cole¢do de bactérias foi determinada
em placas de Petri com meio 79 modificado (REIS et al., 2011) com indicador azul de
bromotimol, sendo as caracteristicas observadas até 192 horas de crescimento. Foram
observadas as seguintes caracteristicas morfologicas das colonias isoladas: forma (C —
circular, L — lenticular, I — irregular); cor (B — branca, A — amarela, C - creme, T —
transparente, R — résea); borda (I — inteira, O — ondulada , F-filamentosa); superficie (L — lisa,
R — rugosa, F — filamentosa); transparéncia (TL — translucida, OP — opaca TP — transparente)
e tamanho ( <Imm ou >Imm) . As caracteristicas fisioldgicas avaliadas foram: tempo de
crescimento (R - rdpido, 1 a 2 dias, I - intermediario, 3 a 4 dias, L — lento, 5 a 8§ dias);
formagao de acidos e alcalis (AC — acida, AL — alcalina); formagao de muco ( A - ausente, P -

presente); volume do muco (UM — muito, P — pouco, S — seco) (MELLONI, 2006).

2.3 Caracterizacio bioquimica

Os isolados foram crescidos em meio TSB (caldo triptona de soja) a 25% e submetidos

a testes bioquimicos tais como: coloracdo de Gram (YANO et al., 1991); producdo de urease
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(ROBERGE &KNOWLES, 1966); protease (DEES et al.,1995); amilase (VEDDER, 1915);
lipase e quitinase (RENWICK et al. 1991); solubilizacdo de fosfato (NAUTIY AL, 1999;
VERMA et al., 2001); producao de sideroforo (SHIN et al., 2001); atividade enzimatica da
ACC deaminase (PENROSE & GLICK, 2003); producdo de N-acil-homoserina lactonas
(AHLs) (CHA et al. 1998); producao de catalase (YANO et al., 1991); teste de gelatinase
(YANO et al., 1991); atividade da nitrogenase pela técnica da reducdo do acetileno (ARA)
(BODDEY et al.,1990) e producao de 4cido indol-3- acético (AIA) (SARWAR & KREMER,
1995).

2.4 Caracterizacao genética

2.4.1 Extracao do DNA

Para a extragdo do DNA gendmico dos isolados, estes foram cultivados em 5,0 mL
do meio de cultura DYGS liquido (RODRIGUEZ NETO,1986) e incubados a 30 °C, em mesa
agitadora, a 200 rpm por 48h. Apos esse periodo, uma aliquota de 1,0 mL da suspensao de
células foi transferida para microtubos de 1,5 mL, sendo centrifugados por 3 minutos a 13.000
rpm. Em seguida, descartou-se o sobrenadante e com o precipitado foi realizado a extragdao do
DNA, utilizando-se o Kit Wizard Genomic DNA Purification (Promega), conforme instrugdes
do fabricante. Apds a extracdo do DNA dos isolados, a sua integridade foram verificadas por

eletroforese em gel de agarose 0,8%.

2.4.2 Analise de “fingerprint” pela amplificacdo do elemento BOX

Ap0s a extragdo, o DNA dos isolados foi amplificado pela técnica de PCR. As
amostras de DNA gendmico foram quantificadas em Nanodrop® (7Thermo Scientific) e
diluidas com 4gua milli-Q estéril para 30 ng pL”, depois armazenadas a -20 °C. Para
amplificacdo do elemento BOX, foi utilizado o oligonucleotideo BOX-AIR (5’-CTA CGG
CAA GGC GAC GCT GAC G-3’) sintetizado pela InvitrogenTM (Life Technologies)
(VERSALOVIC et al., 1994). A reagdo de amplificagdo com volume final de 20,0 uL foi a
seguinte: 10% Tampao 10X; 0,2 mM dNTPs; 2mM de MgCl,, 2 uM 0,3 U de Taq DNA
polimerase; DNA molde (20-30 ng.uL™"). As condi¢des de amplificagdo foram ajustadas de
Freitas et al., (2007): um ciclo de desnaturacdo inicial a 95 °C por 9 min, 30 ciclos de
desnaturac¢do (1 min, a 94 °C), anelamento (1 min, a 55 °C) e extensdo (5 min, a 72 °C), um
ciclo de extensdo final a 72 °C por 10 min. Todas as reagdes foram realizadas no

termociclador 2720 da Applied Biosystems.



59

Os fragmentos amplificados foram separados por eletroforese, contendo tampao
TBE 0,5X a 100 V, durante 40 min em géis de agarose a 1,2 %, corados com SybrGold
(Sigma) e fotografados em fotodocumentador LPIX-HE da Loccus do Brasil. O perfil de
bandas no gel foi transformado em uma matriz binaria bidimensional, onde 0 indica auséncia
e 1, presenga de bandas, sendo o agrupamento realizado pelo programa NTSYS-pc 2.1,
usando o algoritmo UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with arithmetic mean).

A matriz foi computada pela similaridade dos dados quantitativos (SIMQUAL),
conforme Sokal & Sneath (1963), e o algoritmo de agrupamento usado foi SAHN -
Sequential agglomerative hierarical nested cluster analysis, para elaboracdo da arvore
filogenética e a formacao do grafico (SNEATH & SOKAL, 1973). O algoritmo usado para
converter a arvore matriz em um dendrograma, o Tree Plot (ROHLF, 1975), e o coeficiente de
Simple Matching (SM) foram utilizados visto que sdo uteis para valores binarios realizados
para informacdes de igualdade (simetria). A correlacdo expressa como porcentagem de
similaridade ¢ semelhanga minima, a um nivel de 65% entre os isolados, foi utilizada como o
critério para definir uma OTU (Operational Taxonomic Unit), segundo Yang et al. (2004).

Os isolados que mostraram padrdes de bandas distintos foram considerados para

os estudos bioquimicos e sequenciamento do gene 16S rRNA.

2.4.3 Amplificacido e sequenciamento do gene 16S rRNA

O gene 16S rRNA ribossomal foi amplificado com os seguintes
oligonucleotideos: fD1 (5’-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3’) e D1 (5’-AAG GAG
GTG ATC CAG CC-3’) (WEISBURG et al., 1991). A reacdo foi realizada para um volume
final de 50,0 pL, contendo: 10% Tampao 10X; 0,2 mM de dNTPs ; 0,2 uM primer; 2,0 mM
de MgCl,, 0,3 U de Taq DNA polimerase (5u.uL™"); DNA molde (20-30ng.uL™"). A reacio
foi iniciada com 3 min de desnaturacao a 94°C, seguido de 30 ciclos com desnaturacao a 94
°C por 50 seg, anelamento a 57 °C por 50 seg, extensdo a 72 °C por 60 seg, e extensdo final a
72 °C por 7 min. Uma aliquota de 5,0 pL do produto da PCR foi analisada em gel de agarose
1,2 % em eletroforese a 100 V por 25min, corado com 1,5 pL. de SybrGold (Sigma), e 3,0 uL
de tampao de corrida (azul de bromofenol), utilizando como padrao de tamanho de DNA, o
marcador molecular de 1kb plus (Promega). Os géis foram documentados através do
programa “Lablmagem 1D” da Loccus, usando o fotodocumentador LPIX-HE.

Na preparagdo dos produtos de PCR para a reacdo de sequenciamento foi
realizada uma etapa de purificacdo, que consistiu em adicionar aos 25,0 pL da amostra do

produto, 2,0 puL de acetato de amonio 7,5 M e 52,0 puL de etanol 100 %, e centrifugar a 10.000
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rpm por 45 min a 20°C, descartando-se o sobrenadante e vertendo-se o tubo em papel toalha
por 10 min. Em seguida, adicionou-se 150 pL de etanol 70% gelado, centrifugou-se
novamente por 10 min a 4.000 rpm, descartou-se o etanol e verteu-se em papel toalha por 12h.
O pellet contendo DNA foi ressuspendido em 30,0 uLL de dgua ultrapura estéril e conservado a
-20°C, foi utilizado também para a purificagdo o kit GENCLEAN (PeqlLab). O
sequenciamento do gene 16S rRNA dos isolados foram realizados na empresa coreana

Macrogen em Seoul (China) e/ou na Stabvida em Lisboa (Portugal).

2.4.4 Analises das sequéncias

Para a separagdo dos grupos genotipicos, as sequéncias do gene 16S rRNA dos
isolados foram alinhadas entre si, utilizando-se os programas SeqMan Pro 7.1.0 do pacote
Lasergene (DNASTAR) e o BioEdit 7.0.9, e posteriormente cortadas as extremidades apds o
alinhamento usando o programa ClustalW. Apds o corte ficaram aproximadamente 1400 pb.

Apos o alinhamento, e cortes das sequéncias que ndo foram alinhadas, para se
obter sequéncias de tamanhos semelhantes, gerou-se uma matriz que foi convertida pelo
programa MEGA v.5.1 e as sequéncias de nucleotideos foram analisadas pelo codigo genético
padrao. A arvore filogenética foi construida pelo método de Neighbor Joining (NJ) (SAITOU
& NEI 1987), usando-se o teste de filogenia Bootstrap, com 1000 repeticdes, delegao
pairwise, onde neste caso os gaps sdo frequentemente inseridos durante o alinhamento de
regidoes homologas de sequéncias e representam delegdes ou inser¢des. O modelo usado foi de
nucleotideo, Jukes-Cantor, no qual a taxa de substituicdo de nucleotideos ¢ a mesma para
todos os pares dos quatro nucleotideos A, T, C e G. A equacdo de correcdo para este modelo
produz uma maxima estimativa da probabilidade do niimero de substitui¢des de nucleotideos
entre as duas sequéncias. Para as frequéncias de nucleotideos iguais assume-se uma igualdade
das taxas de substitui¢ao entre os locais (JUKES & CANTOR, 1969). O dendrograma foi
construido através do programa TreeExplorer.

As sequéncias de nucleotideos obtidas a partir do produto de PCR foram
submetidas as andlises comparativas no banco de dados do NCBI, usando a ferramenta
BLASTn (Basic Local Alignment Search Tool) (ALTSCHUL et al., 1990) do GenBank,
fazendo uma busca direta por sequéncias de alta identidade com as sequéncias alvo com a

finalidade de serem identificadas.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Obtenciao dos isolados bacterianos

Foram obtidos 56 isolados, sendo 64,3% (36 isolados) do colmo e 35,7% (20
isolados) das folhas, nos trés meios de cultivos utilizados. Foi observado maior nimero de
isolados com capacidade de crescer em meio NFb que nos meios JNFb e LGI-P. Dos isolados
obtidos, 54 % (30 isolados) foram provenientes do meio NFb; 32 % (18 isolados) do meio
JNFB e 14 % (8 isolados) do meio LGI-P. Resultados semelhantes foram relatados Marra et
al. (2012), que também observaram que o numero de isolados também variaram em diferentes
meios de cultura, destacando-se os meios NFb e JNFb quando comparados ao meio LGI.

De acordo com os resultados das analises feitas por identidade das sequencias pelo
sequenciamento do gene 16S rRNA (apresentadas posteriormente), observou-se que 0s meios
de cultivo ndo possibilitaram exclusivamente o isolamento dos géneros de bactérias
diazotroficas para os quais foram recomendados. Muitos micro-organismos isolados no meio
para Azospirillum spp., Herbaspirillum spp. ou Gluconacetobacter spp. ndo apresentavam as
caracteristicas de tais géneros. Resultados semelhantes foram encontrados por Silva et al.
(2015), onde ao usarem o meio JNFb conseguiram isolar Methylobacterium radiotolerans e
Bacillus pumilus e ndo Herbaspirillum como descrito a especificidade do mesmo, isto porque
os meios sdo semi-seletivos. Segundo Yanni et al. (1997), a comunidade de diazotroficos
cultivaveis ¢ extremamente variada e somente poucas bactérias ja foram identificadas e
caracterizadas.

A falta de especificidade dos meios de cultivo para o isolamento das bactérias
diazotroficas, entre eles 0 meio NFB, ja havia sido comprovada por Magalhdes & Ddobereiner
(1984) e Baldani et al. (1999). Os autores consideraram que, além das espécies de
Azospirillum que sdo favorecidas no meio NFb, outras bactérias diazotréficas também podem
crescer neste meio. Esse crescimento em meio NFb foi observado para Pseudomonas
(FERNANDES et al., 2001) e Bacillus (SILVA et al., 2015).

Era de se esperar um maior numero de isolados com crescimento em meio LGI-P,
por ser um meio que proporciona um melhor desenvolvimento de bactérias pertencentes a
espécie Gluconacetobacter diazotrophicus. Estas bactérias necessitam de uma maior
quantidade de agucar para o seu desenvolvimento, e sdo bastante restritas a plantas ricas em
agucar, como cana-de-agucar, batata doce e capim Cameroom (DOBEREINER et al., 1995).

A técnica microbiologica de selecdo por meios especificos, por si s6, ndo ¢ mais

capaz de identificar novos géneros e muito menos espécies de bactérias diazotréficas
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endofiticas, uma vez que as técnicas moleculares possuem maior precisdo devido as diversas
ferramentas utilizadas.

Em geral, um numero significativo de bactérias diazotroficas ¢ encontrado em
tecidos de cana-de-agtcar, como descrito por Magnani et al. (2010), em maior quantidade nas
raizes, no caule ¢ nas folhas nessa ordem (CANUTO et al., 2003; GOMES et al., 2005;
SUMAN et al., 2005). Os resultados encontrados neste trabalho, ou seja, a obtencdo de um
maior numero de isolados a partir do colmo da planta, apontam para uma maior ocorréncia
dessas bactérias nesses tecidos que no tecido foliar da cana-de-agucar, corroborando as
inimeras observagdes anteriores. Essa caracteristica da ocorréncia de endofiticos em cana-de-
acucar sugere a potencial transmissdo desses micro-organismos através de material vegetal,
contribuindo para a disseminacdo dos isolados, ja que a multiplicacdo da cultura ¢ por

propagagdo vegetativa.
3.2 Caracterizacdes morfofisiologica e bioquimica dos isolados endofiticos

As caracterizagdes morfoldgicas e fisioldgicas dos isolados estdo descritas nas
Tabelas 2 e 3, respectivamente. As caracteristicas morfologicas, em geral, apresentaram
pequena variagdo para a forma das coldnias entre os isolados. A maioria dos isolados 46 (82
%) apresentaram forma circular, sete (12,5 %) irregular e apenas os isolados IPA-CC6, IPA-
CC29 e IPA-CF45B apresentaram forma lenticular. Quanto a cor da coldnia, a maioria dos
isolados apresentou cor creme (43%) e amarela (41%), 9% dos isolados apresentaram cor
branca, 3% transparente e apenas o isolado IPA-CF19 apresentou cor rosea. Para as
caracteristicas da borda da colonia, foi verificado que 76,78% dos isolados apresentaram
borda inteira, 18% ondulada e apenas os isolados IPA-CC11, IPA-CC30B e IPA-CC30C
apresentaram borda filamentosa. Para a superficie da colonia a variagdo entre os isolados foi
sutil, quase 90 % (56 isolados) apresentaram superficie lisa, seguidos de 9% (5 isolados) com
superficie rugosa e apenas o isolado IPA-CCI1 com superficie filamentosa. Quanto a
transparéncia da colonia, 39 % (22 isolados) apresentaram-se translucidos, 30% (17 isolados)
apresentaram-se opacos, esse mesmo numero foi observado para colonia transparente. A
maioria dos isolados, 70% (39 isolados) apresentou tamanho de coldonia maior que 1mm, e

apenas 30% (17 isolados) com tamanho menor que Immm.



Tabela 2 — Caracterizagdes morfoldgicas dos isolados de colmo e folha de cana-de-agucar:

forma, cor, borda, superficie, transparéncia e tamanho da coldnia.
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Caracterizacoes morfologicas

Caracterizacoes morfologicas

Isolado FOR COR BOR SUP TRP TAM Isolado FOR COR BOR SUP TRP TAM
IPA-CC1IA CI AM IT LS TL <Imm IPA-CC30C IR TP FL LS TR <lmm
IPA-CC1IB CI AM IT LS TL <Ilmm IPA-CC31 CcI AM IT LS OP >Imm
IPA-CC3A CI CR IT LS TL >Imm IPA-CC32 cl AM IT LS TL >lmm
IPA-CC3B CI BR IT LS TL >lmm IPA-CC33 CIl CR IT LS TR <lmm
IPA-CC4 CI CR IT LS OP >Imm IPA-CC34 Cl AM IT LS OP <lmm
IPA-CC6 LE CR OD LS TR <Imm IPA-CC35 CIl CR IT LS TL <lmm
IPA-CC7 IR CR IT LS TR <lmm IPA-CC36 CIl CR IT LS OP <lmm
IPA-CC8 CI BR IT LS TR <lmm IPA-CC37 CI AM OD LS TL <lmm
IPA-CC9 CI CR OD LS TR <lmm IPA-CC38 CI AM OD LS TL <lmm
IPA-CC10 CI AM IT LS OP <lmm IPA-CF39 cI AM IT LS TL <lmm
IPA-CC11 IR CR FL FL OP >Imm IPA-CF41 CI CR IT LS OP <lmm
IPA-CF13A CI AM IT LS TL >Imm IPA-CF42 CI AM OD LS OP >Imm
IPA-CC14 IR AM OD RG TR <Imm IPA-CF43 CcI AM IT LS TL <lmm
IPA-CF16 CI AM IT LS TL <Ilmm IPA-CF44 CI CR OD LS TR <lmm
IPA-CF18 CI CR IT LS TL <lmm IPA-CF45A CI CR IT LS TL <Imm
IPA-CF19 CIl RO IT LS TL <lmm IPA-CF45B LE AM IT LS TL >Imm
IPA-CF20 CI CR IT RG OP >Imm IPA-CF46 CIl CR IT LS TR >lmm
IPA-CF21 IR AM OD LS TL <lmm IPA-CF47 CIl CR IT LS TR >Imm
IPA-CC22A CI AM IT LS OP <Imm IPA-CC49 CI CR OD LS TR <lmm
IPA-CC22B CI CR IT LS OP <lmm IPA-CF48 cl AM IT LS TL >lmm
IPA-CC23 CIl BR IT LS OP <lmm IPA-CC51 CcIl AM IT LS TR >lmm
IPA-CC24 Cl AM IT LS OP <lmm IPA-CC52 CIl BR IT LS OP <lmm
IPA-CC25 IR CR OD LS TL <lmm IPA-CC55 CIl BR IT LS OP >Imm
IPA-CC26 CI CR IT LS TL <lmm IPA-CC56 Cl TP IT RG TR <lmm
IPA-CC27 CI CR IT LS TR <lmm IPA-CF61 CIl AM IT RG TL <lmm
IPA-CC28 CI CR IT LS TR >Imm IPA-CF62 CI CR IT LS TR <lmm
IPA-CC29 LE CR IT LS OP <Imm IPA-CF65 CI AM IT RG OP >Imm
IPA-CC30B IR TP FL LS TR <lmm IPA-CF66 CcI AM IT LS TL <lmm

FOR: forma da colonia (CI — circular, LE - lenticular, IR - irregular); COR: cor da colonia (BR — branca, AM —
amarela, CR - creme, TP — transparente, RO — rosea); BOR: borda da colonia (IT — inteira, OD — ondulada , FL-
filamentosa); SUP: superficie (LS — lisa, RG — rugosa, FL — filamentosa); TRP: transparéncia (TL — translucida,

OP — opaca, TR — transparente); TAM: tamanho(> 1mm ou <Imm).
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Em relacdo ao tempo de crescimento dos isolados (Tabela 3), observou-se que 88%
(49 isolados) apresentaram crescimento rapido, 7% (4 isolados) intermedidrio e 5% (3

1solados) com crescimento lento, levando até 168h para seu desenvolvimento.

Tabela 3 - Caracterizagodes fisiologicas dos isolados de colmo e folha de cana-de-agucar:
tempo de crescimento, formacao acido/alcali, producao de muco, volume de muco.

Caracterizacoes fisiolégicas Caracterizacoes fisiologicas

Isolado TC'  FAA® Py ym¢  [solado TC'  FAA? PM® VM
IPA-CC1A RP AC PS PC TPA-CC30C RP AL PS PC
IPA-CC1B RP AC PS PC TPA-CC31 RP AC PS MT
IPA-CC3A RP AL PS PC TPA-CC32 RP AC PS MT
IPA-CC3B RP AL PS PC TPA-CC33 RP AL AU SE
IPA-CC4 RP AC PS MT TPA-CC34 RP AC PS MT
IPA-CC6 RP AL AU SE  IPA-CC35 RP AC AU SE
IPA-CC7 RP AL AU SE  IPA-CC36 LT AC PS PC
IPA-CC8 RP AL AU SE  IPA-CC37 RP AC AU SE
IPA-CC9 RP AL AU SE  IPA-CC38 IT AC PS PC
IPA-CC10 IT AC PS PC TPA-CF39 RP AC PS PC
IPA-CC11 RP AL AU SE IPA-CF41 RP AL AU SE
IPA-CF13A IT AC AU SE  IPA-CF42 RP AL PS PC
IPA-CC14 RP AC AU SE  IPA-CF43 RP AC PS PC
IPA-CF16 RP AC AU SE  IPA-CF44 RP AL AU SE
IPA-CF18 IT AC AU SE  IPA-CF45A RP AC AU SE
IPA-CF19 LT AL AU SE  IPA-CF45B RP AC AU SE
IPA-CF20 RP AC AU SE  IPA-CF46 RP AC PS PC
IPA-CF21 RP AC AU SE  IPA-CF47 RP AC PS PC
IPA-CC22A RP AC PS MT IPA-CC49 RP AC PS PC
IPA-CC22B RP AC PS MT IPA-CF48 RP AC PS PC
IPA-CC23 RP AC AU SE  IPA-CC51 RP AC AU SE
IPA-CC24 RP AC PS PC TPA-CC52 RP AC AU SE
IPA-CC25 RP AC AU SE  IPA-CC55 RP AC AU SE
IPA-CC26 RP AC PS PC TPA-CC56 RP AC AU SE
IPA-CC27 RP AC PS PC TPA-CFé1 RP AC AU SE
IPA-CC28 RP AC PS PC TPA-CF62 LT AL AU SE
IPA-CC29 RP AC AU SE  IPA-CF65 RP AC AU SE

IPA-CC30B RP AL AU SE  IPA-CF66 RP AC PS PC

"Tempo de crescimento (TC) (RP - rapido, 1 a 2 dias, IT - intermedidrio, 3 a 4 dias, LT — lento, 5 a 8 dias); °
Formagio de 4cidos e élcalis(FAA) (AC — 4cida, AL — alcalina) * Produgdo de muco(PM) (AU - ausente, PS -
presente); “Volume do muco(VM) (MT- muito, PC — pouco, SE — seco).

Quanto a producao de acido e alcali (Tabela 3) observou-se pouca heterogeneidade,
entre os isolados. A maioria 73% (41 isolados) teve reagao acida, tornando o meio verde-
amarelo e 27% (15 isolados) com reagdo alcalina, tornando o meio de cultivo azul. Para a

produgdo de muco, 46,5% (26 isolados) dos isolados observou-se a presenca e 54% (30
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isolados) auséncia. Foi verificado o volume de muco produzido pelos isolados, sendo que dos
isolados capazes de produzir muco, apenas 11% (6 isolados) produziram muito muco, 35%(20
isolados) produziram pouco muco e o maior numero de isolados 54% (30 isolados) ndo foram

capazes de produzir muco, sendo considerados secos.

3.3 Coloracao de Gram
A determinagdo da coloragdo de Gram foi realizada para todos os isolados (Tabela

4). A maioria deles (62,5%, 35 isolados) foi considerada Gram-positiva e 37,5% (21 isolados)
Gram-negativos. Resultados condizentes com as analises posteriores feitas por identidade das
sequéncias pelo sequenciamento do gene 16S rRNA.

Tabela 4 — Coloragao de Gram dos isolados endofiticos de
colmo e folha de cana-de-agtcar.

Isolado Coloraciao de Gram Isolado Coloraciao de Gram
IPA-CC1A GP IPA-CC30C GP
IPA-CC1B GP IPA-CC31 GN
IPA-CC3A GP IPA-CC32 GN
IPA-CC3B GP IPA-CC33 GN
IPA-CC4 GN IPA-CC34 GP
IPA-CCo GN TPA-CC35 GN
IPA-CC7 GN TPA-CC36 GN
IPA-CC8 GN TPA-CC37 GN
IPA-CC9 GN TPA-CC38 GN
IPA-CC10 GN TPA-CF39 GN
IPA-CC11 GP IPA-CF41 GP
IPA-CF13A GP IPA-CF42 GP
IPA-CC14 GP IPA-CF43 GN
IPA-CF16 GP IPA-CF44 GN
IPA-CF18 GP IPA-CF45A GP
IPA-CF19 GP TPA-CF45B GP
IPA-CF20 GP TPA-CF46 GP
IPA-CF21 GP TPA-CF47 GN
IPA-CC22A GP TPA-CF48 GN
IPA-CC22B GP TPA-CC49 GP
IPA-CC23 GP TPA-CC51 GP
IPA-CC24 GN IPA-CC52 GP
IPA-CC25 GP IPA-CC55 GP
IPA-CC26 GN IPA-CF61 GP
IPA-CC27 GP IPA-CC56 GP
IPA-CC28 GP IPA-CF62 GP
IPA-CC29 GN IPA-CF65 GP
IPA-CC30B GP IPA-CF66 GP

GP: Gram positivo; GN: Gram negativo.
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3.4 Avaliacao da qualidade da extracao do DNA genomico dos isolados bacterianos
A qualidade da extracdo do DNA genomico dos isolados foi avaliada por meio de

eletroforese em gel de agarose. O aparecimento de uma Unica banda integra de alto peso
localizada na parte superior do gel e sem rastros indica que o processo de extragdo do DNA

foi realizado corretamente € 0 mesmo nao se encontrava degradado
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Figura 1 — Avaliagdo da qualidade da extracdo do DNA total de alguns isolados utilizados no estudo através da
eletroforese em gel de agarose a 1,0%, por 30min a 80 v, foi utilizado em cada poco 2,0nL do DNA de cada
isolado. Legenda: 1A — IPA-CCI1A; 1B — IPA-CCI1B; 3A — IPA-CC3A; 3B — IPA-CC3B; 4 — IPA-CC4; 21 —
IPA-CF21; 6 — IPA-CC6; 7 — IPA-CC7; 8 — IPA-CCS8; 9 — IPA-CC9; 10 — IPA-CC10; 11 — TPA-CC11; 13A —
IPA-CF13A; 14 —TPA-CF14; 16 — IPA-CF16; 18 —IPACF18; 19 — IPA — CF19; 20 — IPA-CF20.

3.5 Caracterizacio da diversidade genotipica pela amplificacido do elemento BOX
Foi observado que os perfis dos produtos de amplificacio do DNA dos isolados em

estudo, com o oligonucleotideo BOX-AIR, apresentou boa eficiéncia na produgdo de bandas

polimérficas, conseguindo assim diferenciar os isolados em estudo (Figura 2).
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Figura 2 — Padrao de bandas dos produtos de amplificagdo do elemento BOX-A1R de alguns isolados de cana-
de-acucar, em gel de agarose 1,2%. Legenda: 1kb — Marcador 1Kb da Bioline; 1A — IPA-CC1A; 1B — IPA-
CC1B; 3A — IPA-CC3A; 3B — IPA-CC3B; 4 — IPA-CC4; 21 — IPA-CF21; 6 — IPA-CC6; 7 — IPA-CCT7; 8 —
IPA-CC8; 9 — IPA-CC9; 10 — IPA-CC10; 11 — IPA-CC11; 13A — IPA-CF13A; 16 — IPA-CF16; 18 —
IPACF18; 19 — IPA — CF19; 20 — IPA-CF20; 21 — IPA-CF21; 22A — IPA-CC22A; 22B — IPA-CC22B; 23 —
IPA-CC23; 24- IPA-CC24; 25 — IPA-CC25; 26 — IPA-CC26; 27 — IPA-CC27; 28 — IPAC-CC28; 29 — IPA —
CC29; 30C — IPA-CC30C; 31 — IPA-CC31 e 32 — IPA-CC32.
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Todos os 56 isolados foram submetidos a analise de BOX-PCR, com a finalidade de
diferencia-los pelos padrdoes de amplicons, sendo considerados para os testes bioquimicos
subsequentes e para o sequenciamento do gene 16S rRNA. Considerando-se que cada padrdo
de bandas representa um isolado, a analise por BOX-PCR mostrou perfis de banda bastante
diversificados com pesos moleculares variando de 200 a 4000 pb (Figura 2), em um complexo
agrupamento entre os mesmos apontando uma possivel diversidade.

Hungria et al.( 2008), em estudo de diversidade genética intra e interespecifica em
rizobios para a produgdo de inoculante, observaram que ao usar o oligonucleotideo BOX-PCR
mostrou capaz de produzir um maior nimeros de amplicons, além de apresentar um menor
custo nas analises quando comparando com os primers REP e ERIC. De acordo com Martins
et al. (2015), verificaram que mesmo usando a analise conjunta dos trés primers, o ganho de
diversidade ¢ muito pouco, em relagdo ao custo benéfico da técnica.

Comparacdes visuais dos perfis das bandas resultaram na formagdo de um
dendrograma com 34 padrdes de bandas distintos, sugerindo a existéncia de 34 diferentes

isolados bacterianos provenientes do colmo e folha da cana-de-acucar (Figura 3).
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Pelas andlises dos perfis, foi possivel observar a formagao de dois grupos (1 e 2),
sendo o agrupamento 1 com maior nimero de nodos. O grupo 1, com duas ramas principais
(1A e 1B). O agrupamento 1A, contendo o subgrupo G; com 15 isolados, o agrupamento 1B
com os subgrupos G; e G3 contendo 21 e 13 isolados, respectivamente. O outro grupo em
destaque foi o 2, com subagrupamento 2A contendo 7 isolados e subagrupamento 2B com
apenas um representante, em ramo monofilético (IPA-CF19).

Os subgrupos G1 e G2 apresentam agrupamentos mais complexos, com maiores
numeros de nodos e isolados. O G1, com 15 isolados, apresentou similaridade variando de
88% a 100% dentro do grupo. Neste subgrupo, os isolados IPA-CC1A e IPA-CCIB sao
idénticos, assim como os isolados IPA-CF45A e IPA-CF45B; IPA-CF46 e IPA-CF47; IPA-
CC34 e IPA-CC36, os quais apresentaram 100% de similaridade. A maioria dos isolados
desse subgrupo apresentaram 96,5% de similaridade entre si. O isolado IPA-CF66
apresentou-se em rama monofilética com similaridade de aproximadamente 88% entre os
isolados, indicando um isolado diferente dentro do grupo. Para este subgrupo,
aproximadamente 53% dos isolados apresentaram similaridade genética entre si de 100%.

No subgrupo G2, do total de 21 isolados, apenas quatro sdo diferentes. Os isolados
IPA-CC3A e IPA-CC3B sdo idénticos entre si, o0 mesmo ocorrendo com os isolados IPA-
CC31, IPA-CF48 e IPA-CC32; IPA-CF20 e IPA-CF61; IPA-CC56 e IPA-CF65; IPA-CC7,
IPA-CC8 e IPA-CC9; IPA-CC10 e IPA-CF43; IPA-CC24, IPA-CC26 e IPA-CC29, os quais
apresentaram entre si 100% de similaridade. Este subgrupo, apesar de ter apresentado maior
numero de isolados que o subgrupo anterior (G1), manteve-se também o maior numero de
isolados semelhantes, aproximadamente 91% dos isolados com similaridade de 100%. Neste
grupo, apenas os isolados IPA-CC6, IPA-CC28, IPA-CF18 e IPA-CC33, se mostraram
unicos. O isolado IPA-CF18 apresentou uma rama monofilética de 89% de similaridade em
relacdo aos dois isolados: IPA-CC6, IPA-CC28.

O subgrupo G3 apresentou-se com 13 representantes, sendo os isolados IPA-CC4 e
IPA-CC49 idénticos, assim como os isolados IPA-CC51, IPA-CC55, IPA-CF62 e IPA-CC52;
IPA-CF21 e IPA-CC25; IPA-CF41 e IPA-CF42 apresentando 100% de similaridade entre si.
Os isolados IPA-CC11 e IPA-CF39 foram os tUnicos representantes desse grupo que se
apresentaram diferentes. O isolado IPA-CCI11 apresentou aproximadamente 93% de
similaridade com os isolados IPA-CC4 e¢ IPA-CC49. O isolado IPA-CF39, em uma rama
monofilética, apresentou similaridade de 91% com os isolados IPA-CF21, IPA-CC25, IPA-
CF41 e IPA-CF42.
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O grupo 2 ramificou-se em 2 subgrupos, o 2A contendo a maioria dos isolados (89%)
no subgrupo G4, para este, os isolados [PA-CC37 e IPACC38 apresentaram 100% de
similaridade, assim como os isolados IPA-CC22A e IPA-CC22B. Os isolados IPA-CF13A,
IPA-CF14 e IPA-CC35 apresentaram entre si, dentro deste subgrupo aproximadamente 93%
de similaridade genética.

O subgrupo G5, com o isolado IPA-CF19, apresentou-se em uma rama monofilética
externa (outgroup), com aproximadamente 83% de similaridade com o grupo G4, mostrando-
se bem diferente dos isolados dos grupos anteriores.

Apesar da alta similaridade encontrada entre os isolados usando o coeficiente de
Simple Matching, foi observado que os isolados, de uma forma geral, possuem uma grande
diferenga genética visto que, mesmo com o corte de 80%, a diversidade foi muito elevada.

Antunes (2010) e Saavedra (2013) estudando a diversidade de bactérias em
Phaseolus lunatus L. e Oryza sativa L. por BOX-PCR, mostraram diferentes perfis de
bandas indicando que esta técnica ¢ suficiente para diferenciar filogeneticamente estes micro-
organismos.

Esta técnica foi usada como critério para identificar os diferentes perfis dos isolados
bacteriano aleatoriamente para serem sequenciados mediante o gene 16S rRNA ribossomal,

da mesma forma que foram realizadas as caracterizagdes fisioldgicas e bioquimicas.

3.6 Caracterizacoes fisiologica e bioquimica das bactérias endofiticas selecionadas por
BOX-PCR

A habilidade dos isolados bacterianos endofiticos promoverem crescimento
vegetal e potencialmente serem utilizados como produtos biotecnoldgicos pela produgdo e
liberagdo de enzimas especificas foi avaliada pelas determinacdes fisiologicas e bioquimicas
descritas na Tabela 5. Os 35 isolados foram selecionados apos a caracterizagao por BOX-PCR
e escolhidos ao acaso.

O método para determinacdo da urease foi utilizado nos isolados endofiticos com
a finalidade de determinar a capacidade deles em degradarem a ureia para formas simples de
nitrogénio que podem ser facilmente absorvidos pelas plantas, promovendo desta forma seu
crescimento. A urease funciona como um catalisador da hidrélise da ureia em amonia e
anidrido carbonico (HAROLD, 2002). A positividade do teste foi observada quando o meio se

tornou réseo em torno da colonia bacteriana. Essa cor ¢ devido a ureia ter sofrido a acdo da
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enzima urease liberada pelos isolados, provocando o acimulo de amoénia e gas carbonico no
meio de cultura resultando na alcalinizagdo do meio devido a elevagdo do pH (COGO, 2008).

Observou-se que 26% dos isolados apresentaram capacidade de hidrolisarem a
ureia em amonia e anidrido carbonico (TISDALE et al., 1985), indicando assim atividade
positiva para urease (Tabela 5). Lin et al. (2013) fizeram uso deste método para estudar a
atividade enzimatica dos micro-organimos rizosféricos na cultura da cana soca. Resultados
semelhantes para atividade urease foram descritos por Tan et al.(2001), que descreveram a
ocorréncia de uma nova bactéria endofitica na cultura de arroz com capacidade para
degradarem a ureia.

Neste estudo, os isolados que conseguiram hidrolisar a ureia pertencem aos géneros
Burkholderia, Methylobacterium, Paenibacillus e Bacillus. Kumar et al. (2014), utilizando
Pseudomonas como biorremediadora de hidrocarbonetos de petroleo, observaram que esse
género ndo foi capaz de produzir urease, corroborando os achados nesse estudo, ja que os
isolados IPA-CC33 e IPA-CF66 pertencem a esse género. Este fendmeno de atividade de
urease positiva, também tem sido observado em outros estudos sobre os endofitos de arroz
(TAN et al., 2001).

Para avaliacdo da capacidade de producdo da enzima protease pela degradagdo da
caseina, foi verificado que 57% dos isolados endofiticos (Tabela 5) apresentaram halo de
degradacdo transparente ao redor da coldnia indicando a producdo dessa enzima. Os demais
isolados, apesar de crescerem no meio de protease, ndo foram capazes de degradarem a
proteina. Essas enzimas sdo encontradas em varios micro-organismos, em especial em
bactérias do género Bacillus, este tido como uma das maiores fontes de enzima industrial
(RAWLINGS & BARRETT, 1993; ABATE et al.,1999; DUBAL et al., 2008; PANT et
al.,2015). Devido a impossibilidade das proteases de origem animal e vegetal atenderem a
demanda mundial para essas enzimas, a prospeccao de novos micro-organismos ¢ de suma
importancia pois apresentam uma grande variabilidade bioquimica e relativamente de facil
manipulacdo genética (BEYNOM et al., 1989). Diante disso, os isolados endofiticos que
apresentaram reagao positiva t€ém potencial para um possivel uso industrial e ecoldgico em
futuros estudos.

Para amilase, 17,14% dos isolados endofiticos foram positivos (IPA-CF20, IPA-
CC22A, TPA-CC23, TPA-CC30B, IPA-CF45A e IPA-CF65) (Tabela 5). A producdo de
amilase pelos micro-organismos auxilia na quebra do amido, que ¢ o principal polissacarideo
de reserva dos vegetais superiores, em moléculas de glicose diretamente utilizaveis nas

atividades metabolicas celulares (PASCHOLATI, 1995; LIN et al., 1997). Sodhi et al.(2005),
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relatam que algumas bactérias do género Bacillus, sdo produtoras de a-amilases termoestavel
e que a estipe de Bacillus sp. PS-7 destaca-se na hidrdlise do amido. Por serem da familia das
endoamilases e catalisarem a hidrodlise de ligagdes glicosidicas do amido, glicogénio e outros
carboidratos, estas enzimas possuem um papel importante no metabolismo de carboidratos em
plantas, animais e outros organismos. As amilases sdo essenciais para o crescimento € o
desenvolvimento de muitos insetos, especialmente daqueles que vivem em sementes e graos
ricos em amido (GROSSI DE SA & CHRISPEELS, 1997). Os isolados positivos para esta
determinagdo podem ser utilizados para a produgdo de enzimas extracelulares, a partir de
diferentes fontes, como o bagago da cana-de-actucar (HAKI & RAKSHIT, 2003), assim como
no processo de panificacdo, fermentacdo, solubilizagdo de goma, industria téxtil e
branqueamento de papel (ANTO et al.,, 2006; KUROSAWA et al., 2006). Bactérias do
género Bacillus, como B. amyloliquefaciens, B. stearothermophilus, B. subtilis e B.
licheniformis destacam-se na producdo de amilases ativadas em altas temperaturas (SAJEDI
et al., 2005).

Verificou-se que 68,57% dos isolados bacterianos apresentaram atividade lipasica
positiva, observada pela formag¢do de um halo transparente ao redor da colonia. Resultados
semelhantes foram observador por Bueno et al. (2014) onde 97% dos isolados bacterianos
isolados de doferentes substratos foram capazes de produzirem lipase. As lipases sdo enzimas
utilizadas para fins industriais principalmente na hidrolise de lipideos (GONCALVES 2007).

Bueno et al.(2014), verificaram que os isolados dos géneros Burkholderia sp. e
Bacillus sp. foram bons produtores de lipases. Em nosso estudo, os isolados endofiticos IPA-
CC3A, IPA-CC10, IPA-CC27 e IPA-CC49 foram identificados para o género Burkholderia
e IPA-CCI1B, IPA-CC11, IPA-CF13A, IPA-CF16, IPA-CF18, IPA-CF20, IPA-CC25, IPA-
CC28, IPA-CC29,IPA-CC30B, IPA-CC30C, e IPA-CF42, como Bacillus ( Tabela 8), foram
bons produtores de lipase, corroborando com Bueno et al.(2014) Outras espécies pertencentes
ao género Pseudomonas s3ao igualmente mencionadas como produtoras de lipases
(CARVALHO et al., 2003; MARTINS, 2007), sendo os isolados IPA-CC33 e¢ IPA-CF66
pertencentes ao género Pseudomonas.

Em relacdo a atividade positiva para quitinase, foi verificada em 14% dos isolados
(Tabela 5), resultados semelhantes aos encontrados por Del Castillo et al. (2015), no
isolamento de bactérias endofiticas em arroz. Quecine et al. (2012), estudando a interagao de
Pantoea agglomerans com cana-de-acUcar, verificaram que esta bactéria promoveu

crescimento na cultura pela producdo de quitinase e celulase, sugerindo que essas enzimas
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desempenham um papel importante na defesa das plantas. Os isolados com essa capacidade
de degradarem a quitina formam halo transparente ao redor da coldnia.

A produgao de siderdforos € outra caracteristica a ser procurada na selecao de
BPCP’s, pois pode contribuir para a capacidade dos isolados produtores de competir com o
meio ambiente, colonizar o hospedeiro e promover crescimento vegetal através da
disponibilidade de formas soluveis de ferro (BENEDUZI et al. 2013). Foi observado que 17
% dos 1isolados endofiticos foram capazes de produzir sider6foros ( Tabela 5). O meio de
cultivo utilizado induziu a producdo de sideréforos. Deste modo, os siderdforos produzidos
pelos isolados endofiticos retém e complexam o ferro presente na solucdo corante ferro
cromoazurol S (CAS), liberando o corante, o que resulta na mudanca da coloracdo do meio de
cultura (ALEXANDER & ZUBERER, 1991) . O ferro ¢ um nutriente essencial para todos os
organismos vivos, entretanto, ¢ relativamente insoltivel na solu¢do do solo. Assim, para
competirem por esse elemento limitante, os micro-organismos sintetizam e liberam
sideroforos, moléculas de baixo peso molecular, que se ligam com alta afinidade ao Fe’'e
adentram na planta, influenciando seu desenvolvimento (SIDDIQUI, 2005). Os isolados
endofiticos que apresentaram reacao positiva para sideroforos, sao importantes no contexto
em geral dessas caracterizagdes, principalmente quando em simbiose com a planta
promovendo o seu desenvolvimento, pois atuardo na biodisponibilidade do ferro para a planta
(CAMPO & HUNGRIA, 2007).

Para o estudo da atividade da enzima (aminociclopropano-1-carboxilato) (ACC
deaminase), 71% dos isolados endofiticos foram positivos ( Tabela 5). Relatos semelhantes
foram observados por Idris et al. (2004), onde os endofiticos sdo capazes de usar a enzima
ACC deaminase como unica fonte de nitrogénio quando comparadas com bactérias
localizadas na rizosfera. As bactérias promotoras de crescimento vegetal, que conseguem
quebrar o composto aminociclopropano-1-carboxilato (ACC), ¢ conhecido como precursor
imediato do etileno pela atividade da enzima ACC deaminase, reduzindo os niveis de etileno,
que em alta concentragcdo ¢ prejudicial as plantas. O etileno ¢ considerado um regulador
organico que pode atuar no crescimento vegetal em baixas concentragdes, tem sua producao
aumentada quando a planta sofre algum estresse (CLICK, 2014).

Os isolados que apresentaram atividade positiva para a enzima ACC deaminase,
possivelmente poderdo ser utilizados para reduzir o estresse induzido pela producao de etileno
uma vez que a ACC ¢ precursora desse indutor (SALEEM et al., 2007). Nascimento et
al.(2014), relatam que foi encontrada atividade ACC positiva num grande numero de bactérias

Gram positivas e Gram negativas, resultados coerentes com o que foi encontrado em nosso
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estudo. Arshad et al.(2008), ao trabalharem com ervilhas submetidas ao estresse hidrico
inoculadas com duas linhagens de Pseudomonas spp. produtoras de ACC, observaram que as
bactérias atuaram de forma satisfatoria reduzindo significativamente os efeitos deletérios
causados pelo estresse em relacdo a produtividade e crescimento da cultura. Singh et al.
(2015), mensuraram a a¢do da ACC em Pseudomonas sp. estirpe ACP e P.putida estirpe
GR122, verificaram que tiveram agdo comprovada da ACC.

Em relacdo a producdo de N-acil-homoserina lactona (AHL), observou-se que 54%
dos isolados endofiticos foram considerados positivos para a produg¢do do auto-indutor
(Tabela 5). A positividade do teste foi comprovada pela formacdo de um halo verde azulado
em torno da colonia bacteriana.

Muitas espécies de bactérias Gram-positiva e Gram-negativa controlam sua
densidade populacional através de sinalizagdo de comunicagdo intercelular, mediados por
sinais moleculares sintetizados pelas células individuais, em que a expressao de genes alvo ¢
induzida quando a densidade celular atinge seu limite, processo esse denominado Quorum
Sensing (QS) (FUQUA et al., 1994; CHA et al., 1998). O Sistema QS ¢ tido como um
comportamento multicelular em procariontes realizada por alguns genes que regulam a agao
de diversos processos fisiologicos e bioquimicos, incluindo a sintese de antibidticos,
transferéncia de plasmideo por conjugacdo, producdo de fatores de viruléncia em patdgenos
de animais e vegetais (HARDMAN et al., 1998). O mais bem caracterizado sistema de QS ¢
impulsionado pelas moléculas de homoserina lactona acilada (AHL)(CASE et al., 2008). A
expressdao desse gene ¢ coordenada e mediada pela detec¢do, producdo e liberacdo de
pequenas moléculas de sinais denominadas auto-indutores, sendo a N-acil-homoserina lactona
(AHL) mais conhecida entre as proteobacterias (MILLER & BASSLER, 2001).

Na literatura, alguns trabalhos descrevem a eficiéncia e a producdo dessas moléculas
por alguns géneros de bactérias como Pseudomonas, Bacillus, Pantoe, Burkholderia e
Rhizobium fornecendo tolerancia contra varios estresses abidticos, nas culturas do trigo,
milho, uva e feijdo (EGAMBERDIYEVA & HOFLICH 2003; BARKA et al., 2006;
ARSHAD et al., 2008; MARULANDA et al., 2010; FIGUEIREDO et al., 2010; PEREZ-
MONTANO et al., 2014).

Para a degradacdo da catalase (Tabela 5), foi observado que mais de 50% dos
isolados apresentaram formacao de bolhas de gés imediatamente apos a adi¢do de peroxido de
hidrogénio, indicando atividade catalase positiva . Resultados semelhantes foram encontrados
por Mbai et al.(2013) estudando bactérias endofiticas isoladas de arroz, com todos os isolados

estudados apresentando caracteristica de catalase positiva. Esta ¢ uma caracteristica
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importante a ser buscada em um isolado, pois as bactérias que tem essa habilidade evitam a
toxicidade celular, podendo ser usadas no combate ao estresse oxidativo (MBAL et al. 2013).

A catalase ¢ uma enzima que faz parte do sistema antioxidante, sistema esse
considerado como um dos melhores indicadores que conferem tolerancia ao estresse nas
plantas (CERVILLA et al., 2012).

Rezende et al.(2009) relatam que o uso do método para determinagdo de catalase
positiva ¢ um dos critérios e requisitos para a correta identificagdo de bactérias do género
Pseudomonas. Em nosso estudo, os isolados IPA-CC33 e IPA-CF66 foram classificados
como pertencentes ao género Pseudomonas e apresentaram atividade da catalase positiva.
Algumas bactérias que contém flavoproteinas reduzem o oxigénio a peroxido de hidrogénio e
superoxido, considerados extremamente toxicos para muitos componentes celulares, levando
a sua destruicdo rapidamente. (CAPPUCCINO & SHERMAN, 2002). Sendo assim, os
isolados que apresentaram atividade catalase positiva neste estudo, possuem a capacidade de
protecdo desse efeito deletério (toxico). A presenca dessa enzima nos isolados bacterianos,
permite a oxidacdo de espécies reativas ao oxigénio convertendo o composto tdxico,
peroxido, em agua favorecendo assim o sistema de defesa bacteriano e, podendo ser

considerado assim, um mecanismo de protecdo (BERGER et al., 2011).
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Tabela 5 - Producdo de urease (URE); protease (PRO); amilase (AMI); lipase (LIP);
quitinase (QUI); solubilizag¢do de fosfato (NBRIP); sideréforo (SID); ACC deaminase (ACC);
N-acil-homoserina lactona (AHL); catalase (CAT) e gelatinase (GEL) de isolados bacterianos

de cana-de-agucar.

ISOLADO

DETERMINACOES FISIOLOGICAS E/OU BIOQUIMICAS

URE PRO AMI LIP QUI

NBRIP SID ACC AHL CAT GEL

IPA-CC1B
IPA-CC3A
IPA-CC6
IPA-CC8
IPA-CCY
IPA-CC10
IPA-CC11
IPA-CF13A
IPA-CF14
IPA-CF16
IPA-CF18
IPA-CF19
IPA-CF20
IPA-CC22A
IPA-CC23
IPA-CC25
IPA-CC27
IPA-CC28
IPA-CC29
IPA-CC30B
IPA-CC30C
IPA-CC33
IPA-CC35
IPA-CC36
IPA-CC37
IPA-CF39
IPA-CF42
IPA-CF44
IPA-CF45A
IPA-CF47
IPA-CF48
IPA-CC49
IPA-CF62
IPA-CF65
IPA-CF66

+

J’_
J’_

+ o+ + o+

+ o+

+ o+ 4+ o+

+

+

o+ + o+ o+ o+ o+

+

+

+
+

+ o+ +

+
+

+ o+ + o+ o+ o+ o+

+ o+ 4+ o+

+ o+

+

+ o+

+ o+

+

+
+

Os campos com o sinal (+) indicam reagdo positiva e os campos com sinal (-) indicam reagdo negativa.
1 . ;. S .
Soma total dos testes bioquimicos positivo para cada isolado.
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3.7 Avaliacao da capacidade de solubilizacdo do fosfato

Dos 35 isolados endofiticos estudados, 23 (66%) apresentaram capacidade de
solubilizar fosfato em meio de cultura soélido acrescido de fosfato de calcio (Tabela 6). A
reacdo positiva pode ser observada pela formacao do halo transparente em volta da colonia.
Os isolados IPA-CC3, IPA-CC6, IPA-CC10, IPA-CC11, IPA-CC22, IPA-CC25, IPA-CC36,
IPA-CC37, IPA-CF39, IPA-CC49, IPA-CF62 nao apresentaram capacidade de solubilizagao
aparente até o 18° dia de avaliagdo. Destes, 82% foram isolados da folha de cana-de-agtcar.

Avaliando-se o indice de solubilizagdo (IS) dos isolados, apenas o IPA-CCIB,
apresentou IS médio ap6s o 18° dia de avaliagdo, com um valor médio de 2,23 mostrando-se
significativamente superior (p <0,05), seguidos dos isolados IPA-CF14 e IPA-CC30C
respectivamente (Tabela 6). Foi observado que aproximadamente 96% dos isolados foram
classificados com baixo IS, variando de 1,11 (IPA-CF65 — Pseudomonas sp.) a 1,70 (IPA-
CF14 — Paenibacillus sp.) (Tabela 8). Resultados semelhantes foram encontrados por Santos
et al.(2012), onde trabalhando com bactérias endofiticas isolados de raizes de cana-de-agucar,
observaram variagdes nos indices de solubilizacao entre 1,00 e 2,33, em destaque aos isolados
bacterianos rizosféricos que apresentaram maiores indices de solubilizagdo em relagdo aos
endofiticos. Desta maneira, foi possivel inferir que a capacidade de solubilizagdo de fosfato
inorganico pelos micro-organismos solubilizadores diferiu entre os isolados endofiticos.

O isolados IPA-CCIB e IPA-CC30C, foram identificados como Bacillus sp. e
Bacillus subtilis respectivamente (Tabela 8). Rodriguez e Fraga (1999), estudando bactérias
solubilizadoras de fosfato e seu papel na promog¢ao de crescimento em diversas culturas citam
esses géneros bacterianos com habilidade para solubilizar fosfato de compostos inorganicos.

A solubilizagdo de fosfato por espécies de Bacillus também foi constatada por
Cakmakei et al. (2010), em estudo sobre a diversidade e potencial metabdlico de Bacillus,
constataram que a solubilizagdo foi positiva para varias espécies, como: B. cereus, B.
megaterium, B. atrophaeus, B. subtilis, B. pumilus, assim como Brevibacillus reuszeri e
Paenibacillus spp., a grande maioria comum a esse estudo (Tabela 8). Halder et al. (1990);
Rodriguez & Fraga (1999) relatam em seus estudos que o principal mecanismo da agdo de
solubilizagdo exercido por esses micro-organimos ¢ a a¢do de sintese de acidos organicos,
principalmente o glucomico. Todos os isolados foram classificados como tardios para o
tempo de solubilizagao, solubilizando o fosfato a partir do 6° dia ap6s inoculagao (Tabela 7).
Inui (2009), ao trabalhar com bactérias solubilizadoras de fosfato em solo com cana-de-

acucar, encontraram maior frequéncia de isolados bacterianos de médio indice de
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solubilizagdo, resultados contrarios aos encontrados neste trabalho. Diferindo também dos
indices de solubilizacdo encontrados por Silva Filho & Vidor (2000) e Massenssini (2007)
que obtiveram didmetro dos halos diversificando de 2 a 7 mm para Pseudomonas e de 2 a 5

mm para Bacillus.

Tabela 6 — Indice e tempo de solubilizagdo de fosfato para os isolados
endofiticos de cana-de-agucar.

Inicioda — jngice de Solubilizagio  Tempo

Isolado Solubilizacao e
(dias) Inicial Final Solubilizacao

IPA-CCI1B 9 1,48 2,23a Tardio
IPA-CC8 9 0,90 1,26f Tardio
IPA-CC9 15 1,19 1,19 f Tardio
IPA-CF13A 6 1,22 1,43d Tardio
IPA-CF14 6 1,20 1,70 b Tardio
IPA-CF16 6 0,80 1,24 ¢ Tardio
IPA-CF19 11 1,00 1,20 f Tardio
IPA-CF20 6 1,20 1,33 ¢ Tardio
IPA-CC23 7 1,32 1,53 ¢ Tardio
IPA-CC27 7 1,14 1,33 ¢ Tardio
IPA-CC28 12 1,15 1,17 f Tardio
IPA-CC29 9 1,13 1,30 e Tardio
IPA-CC30B 7 1,30 1,53 ¢ Tardio
IPA-CC30C 7 1,36 1,63 b Tardio
IPA-CC33 9 1,10 1,47d Tardio
IPA-CC35 9 0,85 1,33 e Tardio
IPA-CF42 6 0,95 1,47d Tardio
IPA-CF44 7 0,90 1,24 £ Tardio
IPA-CF45A 7 1,13 1,32 ¢ Tardio
IPA-CF47 12 1,17 1,58 ¢ Tardio
IPA-CF48 15 1,21 1,18 f Tardio
IPA-CF65 12 1,11 1,13 f Tardio
IPA-CF66 6 1,32 1,33 ¢ Tardio

D' Medias seguidas de mesma letra, nas colunas, ndo diferem estatisticamente, entre si, pelo
teste de Scott-Knott (p<0,05), nédias de trés repeticdes, CV =4,51%.

Para o local de isolamento das bactérias, o colmo e folha apresentaram ntimeros
iguais de isolados capazes de solubilizar fosfato (Tabela 7). Estes resultados mostram que a
cana-de-agticar pode ter forte interacdo com bactérias diazotréficas capazes de solubilizar
fosfato, ja que os dois nichos estudados apresentaram uma porcentagem de isolados
solubilizadores de fosfato semelhantes. A propor¢ao de bactérias solubilizadoras de fosfato
para a variedade de cana-de-agucar estudada foi semelhante aos estudos realizados por Lira-

Cadete et al. (2012), na prospeccao de bactérias que solubilizam fosfato inorganico em cana-
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de-actcar. Silva Filho et al. (2002) relatam que os melhores isolados bacterianos a serem
utilizados na preparagdo de inoculantes microbianos devem apresentar caracteristicas
benéficas essénciais a planta, como a FBN e altas taxas de solubilizacdo de fosfato, pois
quanto maior a capacidade de solubilizacao dos isolados utilizados como inoculante, maior
sera a quantidade de nutrientes disponibilizado para a cultura. Peix et al. (2001) reportam que
bactérias envolvidas na solubilizagdo de fosfato aumentam o crescimento vegetal pelo
aumento da eficiéncia da fixagdo bioldgica do nitrogénio.

Os isolados, IPA-CC1B , IPA-CF14 e IPA-CC30C apresentaram maior habilidade
em solubilizar o fosfato em relagdo aos demais. De acordo com Sobral (2003), essa habilidade
das bactérias endofiticas desperta grande interesse em microbiologistas agricolas, ganhando
grande importancia durante o processo de colonizacdo, pois podem inicialmente colonizar
superficialmente o hospedeiro e, consequentemente, fornecer o nutriente fosforo para o
desenvolvimento das plantas. Resultados semelhantes foram relatados por Santos et al.(2012),
que encontraram que 90% dos isolados bacterianos associados a raiz de cana-de-agucar
apresentaram habilidade para solubilizar fosfato.

A inoculacao de bactérias solubilizadoras de fosfato ou o manejo da populagao
destes micro-organismos em culturas agronomicamente importantes, como a cana-de-aglicar,
podem proporcionar grandes beneficios ao desenvolvimento das plantas, melhorando o
suprimento de foésforo (SOUCHIE et al., 2005). Richardson (2001) descreve em seus estudos
o papel que esses micro-organismos podem desempenhar na disponibilidade de fésforo as
plantas.

Dessa maneira ¢ primordial a busca por micro-organismos com essa habilidade de
solubilizagdo de fosfato como alternativa econdmica e ambiental em substituicdo aos

fertilizantes quimicos (KHAN et al., 2007; MEHRV ARZ et al., 2008).

3.8 Avaliacio da producao de acido-indol-3-acético (AIA) e atividade de reducao do
acetino (ARA)

A variacdo na producdo dos compostos inddlicos, observadas entre os isolados
bacterianos, indica uma eficiéncia variavel entre os representantes, quando em associacao
com plantas de cana-de-agucar.

Os resultados obtidos neste estudo indicam que os isolados provenientes tanto do

colmo quanto da folha foram capazes de produzirem AIA e que a produgdo deste
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fitohormonio ndo foi dependente da parte da planta de onde as bactérias foram isoladas
(Tabela 8).

Os isolados endofiticos apresentaram capacidades variaveis de produzir compostos
inddlicos. Os valores para producao de AIA pelos isolados endofiticos variaram de 0,01 a
30,77 mg de AIA.L" (Tabela 7). Os isolados IPA-CC36 (Bacillus pumilus), IPA-CC3A
(Burkholderia gladioli), IPA-CF48 (Brevibacillus agri) e IPA-CC22A (Paenibacillus sp.)
apresentaram os maiores valores de AIA, respectivamente. Resultados semelhantes foram
encontrados por lkeda (2014) em bactérias isoladas do milho, em que o isolado do género
Bacillus apresentou a maior produgdo de AIA, assim como os resultados descritos por
Luvizotto (2008), que verificou que todos os isolados de Burkholderia associados as raizes da
cana-de-agtcar produziram esse fitormonio.

No presente trabalho, foi possivel observar diferentes valores de AIA para bactérias
pertencentes ao mesmo género (Tabelas 7 e 8), produzindo diferentes propor¢des de AIA no
meio liquido enriquecido em L-triptofano. Isso pode ser devido a sintese de AIA sofrer
influéncia das condi¢des da cultura, do estadio de crescimento e disponibilidade do substrato
(MIRZA et al., 2001).

As auxinas sintetizadas pelas bactérias afetam o sistema radicular, aumentando o
tamanho, o niumero de ramificagdes de raizes adventicias e a area de contato com o solo,
possibilitando que uma maior area seja explorada pela superficie radicular, disponibilizando
assim grandes quantidades de nutrientes a planta (LAMBRECH et al., 2000; ARRUDA et al.,
2013). Essa, por sua vez, beneficia as bactérias através de elevados niveis de exsudatos
radiculares (VESSEY, 2003; DOBBELAERE et al.,, 2003; BASHAN, 2004). Khan et
al.(2016), verificaram que a aplicagdo de Bacillus pumilus, na cultura do arroz proporcionou
uma maior eficiéncia das plantas para tolerarem o estresse salino, com maior produgao de
biomassa que o tratamento nao inoculado. Fato esse atribuido possivelmente a producao de
antioxidante pela bactéria. Varios relatos descrevem o papel de Bacillus pumilus como
promotor de crescimento vegetal, através da produgdo de oxidantes e promocdo do
crescimento de plantas com varios niveis de estresse (JHA & SUBRAMANIAN, 2013;
KANG, et al. 2014 e YOUNESI & MORADI, 2014).

As menores concentragdes de AIA foram observadas nos isolados IPA-CC35
(Bacillus sp.), IPA-CF66 (Pseudomonas sp.) e IPA-CF19 (Methylobacterium
organophilum.) que produziram 0,01; 0,09 ¢ 0,16 mg de AIA.L" respectivamente.



Tabela 7 - Andlises quantitativas da producao de acido-indol-3-acético
(AIA) e atividade da nitrogenase pela reducdo do acetino (ARA) de
bactérias diazotréficas endofiticas de cana-de-agucar (continua)

Isolado ALA 1 ARA 1
(mg de AIA.L™) (nmol C;H,. h™)
IPA-CCIB 0,72M+0,015 1 4,727+0,106 h
IPA-CC3A 16,33+0,061 b 5,39+ 0,162 f
IPA-CC6 2,12+0,017 i 7,4140,175 b
IPA-CC8 0,22 +0,015 o 7,05 £0,020 ¢
IPA-CC9 0,17+0,017 o 7,62+0,145 a
IPA-CC10 3,93+0,020 ¢ 5,16+0,153 g
IPA-CCI11 1,41£0,012 j 5,38+0,023 f
IPA-CF13A 2,50+0,145 g 4,15+0,129
IPA-CF14 0,55+0,018 m 4,14+0,029 j
IPA-CF16 0,36+0,017 n 4,310,392 j
IPA-CF18 2,1340,057 i 5,57+0,256 f
IPA-CF19 0,16+0,023 o 6,530,194 d
IPA-CF20 0,59+0,041 m 6,37+0,204 d
IPA-CC22A 4,42+0,112 d 5,25+0,020 g
IPA-CC23 1,96+0,126 i 7,07+0,308 ¢
IPA-CC25 0,28+0,012 o 7,020,271 ¢
IPA-CC27 2,360,087 h 7,43+0,112 b
IPA-CC28 1,410,059 6,38+0,164 d
IPA-CC29 1,980,118 i 5,03+0,220 g
IPA-CC30B 2,46+0,066 h 6,39+0,257 d
IPA-CC30C 0,7140,055 1 6,15+0,169 e
IPA-CC33 2,710,099 f 7,84+0,232 a
IPA-CC35 0,010,007 p 6,48+0,193 d
IPA-CC36 30,77+0,406 a 6,62+0,065 d
IPA-CC37 1,13+0,020 k 7,36+0,295 b
IPA-CF39 4,110,048 ¢ 6,03+0,382 ¢
IPA-CF42 0,45+0,021 n 6,6240,109 d
IPA-CF44 3,08+0,043 f 7,410,216 b
IPA-CF45A 2,08+0,118 i S/A*
IPA-CF47 2,56+0,084 g 4,47+ 0,146 i
IPA-CF48 6,130,054 ¢ 5,58+0,062
IPA-CC49 1,27+0,091 j 4,47+0,264 i
IPA-CF62 0,40+0,021 n 7,45+0,138 b
IPA-CF65 1,30+0,203 j 7,70+0,155 a
IPA-CF66 0,09+0,015 p 6,55+0,248 d
CV(%) 2,13 2,56

() Médias seguidas de mesma letra, nas colunas, nio diferem estatisticamente,
entre si, pelo teste de Scott-Knott (p<0,05). Média de trés repetigdes em
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delineamento inteiramente casualizado. *(S/A) sem atividade aparente.

De acordo com Taiz & Zeiger (2004), a produ¢do de concentragdes de AIA nao
muito elevadas ¢ preferivel pois, sendo considerado um fitormdénio, em concentragdes
elevadas, pode ter reacdo negativa sobre o crescimento, podendo atuar como um herbicida,
produzindo uma reagdo contraria ao esperado. Assim, os resultados indicam que parte dos

isolados estudados podem ser promissores na promocao de crescimento vegetal.
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A produgdo dessa auxina ¢ variada quanto aos diferentes géneros bacterianos.
Ahmad et al. (2008) em seus estudos para selecdo de bactérias rizosféricas produtoras de
crescimento vegetal verificaram maior producdo de AIA, por bactérias do género
Pseudomonas, seguida de Bacillus e Azotobacter. Existem relatos também da presenca de
AIA em Enterobacter, Pantoea e Paenibacillus (SELVAKUMAR et al., 2008; ERTURK et
al., 2010; FARINA et al., 2012; MONTANEZ et al., 2012), resultados estes de acordo com os
encontrados nesse estudo.

A atividade da nitrogenase, responsavel pela FBN, foi mensurada indiretamente pela
técnica da atividade de reducao de acetileno (ARA). Dos 35 isolados endofiticos utilizados
para determinacdo da ARA, 34 formaram pelicula caracteristica em condi¢des microaerodfilas,
sendo entdo selecionados para o procedimento.

A ARA dos isolados estudados variou de 4,14 a 7,84 nmol C,H,. h! (Tabela 7). No
entanto relata-se que nem sempre as condi¢des in vitro, em ambiente controlado, refletem as
condi¢des naturais, podendo assim superestimar ou até mesmo subestimar os resultados. A
maior producdo de ARA foi observada para os isolados IPA-CC33 (Pseudomonas sp.),
IPAC-CF65 (Bacillus megaterium) e IPA-CC9 (Herbaspirillum seropedicae) com 7,84; 7,7 e
7,62 CoHyh!' respectivamente e, estatisticamente (p<0,05) superior aos isolados IPA-CF62,
IPA-CC27, IPA-CF44, IPA-CC6 e IPA-CC37. Santos et al (2014), relatam que em bactérias
diazotroficas endofiticas de sisal, o teste de ARA positivo pode ser um indicativo de um
isolado com potencial para fixagdo de nitrogénio e o sucesso da escolha vai depender da
interacdo micro-organismo/planta e da agdo do meio ambiente.

A capacidade de reduzir acetileno em etileno sdo bastantes varidveis entre isolados
de uma mesma espécie. Esse comportamento segue-se também para todos os testes
bioquimicos aqui estudados. Fischer et al. (2012), em seus estudos de caracterizacao de
comunidade bacteriana em cana-de-agucar, indicam que, embora muitas bactérias
diazotroficas isoladas a partir da cultura tenham teste de ARA positivo, ndo se sabe ainda
quais fixam nitrogénio ativamente, pois as condi¢cdes ambientais, niveis de nutrientes no solo
e até mesmo a cultivar interferem no processo da FBN.

Rodrigues et al. (2006) relataram grande amplitude dos dados na deteccao de ARA
em bactérias dos géneros Herbaspirillum e Burkholderia isolados de arroz. Pedrinho et al.
(2009), verificaram uma grande variacdo da reducdo do acetileno de bactérias oriundas do
milho, obtendo valores de ARA entre 0,1 a 0,64 nmol C,H, cultura” h '1, para bactérias dos
géneros Pseudomonas , Herbaspirillum , Burkholderia e Sphingomonas sp. Resultados estes

discordantes ao descrito nesse estudo para os géneros acima citados, onde os valores variaram
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para as bactérias do género Pseudomonas de 6,55 nmol C,Ha. h'! (IPA-CF66) a 7,84 nmol
C,H4. h!' (IPA-CC33), para o género Herbaspirillum foi de 7,05 nmol C,Hy. h'!' (IPA-CC8) a
7,62 nmol C,Hy. h'! (IPA-CC9) e para Burkolderia a variagao foi de 4,47 nmol C,Ha. h!
(IPA-CC49) a 7,43 nmol C,Hy4. h™! (IPA-CC27) (Tabelas 7 ¢ 8).

3.9 Sequenciamento

3.9.1 Amplificacio e Sequenciamento do gene 16S rRNA ribossomal

O DNA total dos 36 isolados bacterianos foi utilizado como molde na reacdo de
PCR para amplificacdo do gene 16S rRNA. Os produtos dessa amplificagdo geraram
fragmentos Unicos de aproximadamente 1.500 pb, tamanho este esperado para o gene em

questao (Figura 4).

Wb 1B 3A 6 B 9 10 1113A14 16 18 19 2022423 25 27 28 2930B30C 33 35 36 37 39 42 44 45A 47 46 49 62

L T L I Tl Aakal L Al

e gy - '.*-H-""'- ww

Figura 4 - Eletroforese em gel de agarose (1,2%) do produto da amplificacdo do gene 16S Rrna ribossomal de
alguns isolados de colmo e folha de cana-de-agticar . Legenda: 1Kb — Marcador 1Kb (BioLine); 1B — IPA-
CC1B; 3A — IPA-CC3A; 6 — IPA-CC6; 8 — IPA-CCS; 9 — IPA-CC9; 10 — IPA-CC10; 11 —IPA-CC11; 13A -
IPA-CF13A; 14 — IPA-CF14; 16 — IPA-CF16; 18 — IPACF18; 19 — IPA — CF19; 20 — IPA-CF20; 22A — IPA-
CC22A; 23 — IPA-CC23; 25 — IPA-CC25; 27 — IPA-CC27; 28 — IPAC-CC28; 29 — IPA — CC29; 30B — IPA-
CC30B ; 30C — IPA-CC30C; 33 — IPA-CC33; 35 — IPA-CC35; 36 — IPA-CC36; 37 — IPA-CC37; 39 — IPA-
CF39; 42 — IPA-CF42; 44 — IPA-CF44; 45A — IPA-CF45A; 47 — IPA-CF47; 48 — IPA-CF48; 49 — IPA-CC49 e
62 —TPA-CF62.

3.9.2 Comparacao das sequéncias nucleotidicas do gene 16S rRNA ribossomal dos
isolados sequenciados

A identidade entre as sequéncias nucleotidicas esta relacionada com uma origem
comum de genes, ou seja, as sequéncias biologicas dos acidos nucleicos permitem que

relagdes evolutivas, estruturais e funcionais entre as sequéncias sejam reveladas quando
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comparadas fornecendo dados suficientes para inferir que estas sequéncias sejam homodlogas
(MAGNANT et al., 2010).

Aproximadamente 77 % dos isolados apresentaram identidade acima de 96 %.
Neste estudo foi observada a presenga de sete diferentes géneros de bactérias, distribuidos em
quatro grupos, sendo o género Bacillus o com maior nimero de representante (46 %), seguido
de Paenibacillus (20 %), Burkholderia (14 %), Herbaspirillum (6 %), Pseudomonas (6 %),
Methylobacterium (6 %) e Brevibacillus (3 %) (Quadro 1).

Com base nas analises individuais, verificou-se que os isolados apresentaram uma
identidade, oscilando entre 82 a 100% com as sequéncias depositadas no banco de dados
GenBank, o tamanho dos pares de bases das sequéncias variaram de 531 a 1433 pb. O
comprimento final das sequéncias consenso para cada uma das estirpes estd descrito na
Tabela 8. Os isolados IPA-CF14, IPA-CC23 e IPA-CC35, apresentaram identidade de 84, 88
e 82%, respectivamente com Paenibacillus sp, Paenibacillus sp e Bacillus sp. (Tabela 8).

Os isolados do grupo I foram agrupados na ordem Bacillales da classe Bacilli,
dentro do filo Firmicutes, com a presenga de duas familias distintas a Bacillaceae contendo os
isolados: IPA-CC1B, IPA-CC11, IPA-CF13A, IPA-CF16, IPA-CF18, IPA-CF20, IPA-CC25,
IPA-CC28, IPA-CC29, IPA-CC30B, IPA-CC30C, IPA-CC35, IPA-CC36, IPA-CF42, IPA-
CF45A, IPA-CF65 ¢ a Paenibacillaca com os isolados: IPA-CC6, IPA-CF14, IPA-CC22A,
IPA-CC23, IPA-CC37, IPA-CF47, IPA-CF48 ¢ IPA-CF62.

O grupo II ficou relacionado com o filo proteobacteria, classe B-proteobacteria e
ordem Burkholderiales, que compreende as familias Burkholderiaceae, com os isolados: IPA-
CC3A, IPA-CC10, IPA-CC27, IPA-CF44, IPA-CC23 e IPA-CF49, e Oxalobacteraceae, com
os isolados IPA-CC8 e IPA-CC9.

O grupo III compreendeu os isolados IPA-CF19 e IPA-CF39 ficando junto a
divisdo das proteobacterias, classe a-proteobacteria, ordem Rhizobiales, familia
Methylobacteriacea, género Methylobacterium. Finalmente, o grupo IV, compreendeu os
isolados IPAC-CC33 e IPA-CC66, classificados no género Pseudomonas, da classe y-

proteobacteria, ordem Pseudomonadales, familia Pseudomonadacae.
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Tabela 8 — Identidade dos isolados endofiticos de colmo ¢ folhas de cana-de-aguicar, com
base na identidade da sequencia parcial do gene 16S rRNA realizada pelo programa Blast no

GenBank.
Pares | ) 3 . 4 . O .
Isolado de Max  “Query ‘ldentida “E- 5 Acesso Alinhamento mais significativo
base  score  cover de value pelo NCBI, Genbank
IPA-CC1B 1331 2438 100% 99% 0.0 HMO045842.1  Bacillus sp.
IPA-CC3A 1401 2569 100% 99% 0.0 HQO023278.1  Burkholderia gladioli
IPA-CC6 1401 2418 100% 98% 0.0 KF479589.1 Paenibacillus sp.
IPA-CC8 1378 2531 100% 99% 0.0 NR_074695.1  Herbaspirillum seropedicae
IPA-CC9 1378 2536 100% 99% 0.0 NR_114142.1  Herbaspirillum seropedicae
IPA-CC10 1433 2418 99% 97% 0.0 AY839565.1  Burkholderia sp.
IPA-CC11 1381 2551 100% 100% 0.0 EU070369.1 Bacillus sp.
IPA-CF13A 1360 2132 99% 95% 0.0 HMO045842.1  Bacillus sp.
IPA-CF14 1113 649 97% 84% 0.0 KF479589.1 Paenibacillus sp.
IPA-CF16 1408 2252 99% 96% 0.0 LM655316.1  Bacillus sp.
IPA-CF18 1071 2037  99% 94% 0.0 HMO045842.1  Bacillus sp.
IPA-CF19 942 1733 99% 99% 0.0 AB298391.1  Methylobacterium organophilum
IPA-CF20 762 1216 96% 96% 0.0 KC443087.1  Bacillus megaterium
IPA-CC22A 1382 2327  100%  97% 0.0 KF479589.1  Paenibacillus sp.
IPA-CC23 1003 1077  94% 88% 0.0 KF479589.1  Paenibacillus sp.
IPA-CC25 1401 2399  93% 99% 0.0 KC849252.1  Bacillus subtilis
IPA-CC27 1171 1971 99% 97% 0.0 AY873982.1  Burkholderia sp.
IPA-CC28 1377 2407 100% 98% 0.0 AM110940.1  Bacillus subtilis
IPA-CC29 1395 2178  100%  98% 0.0 KC849251.1  Bacillus subtilis
IPA-CC30B 1399 2584 100% 100% 0.0 KR259220.1 Bacillus megaterium
IPA-CC30C 1364 2388  99% 98% 0.0 AM110938.1  Bacillus subtilis
IPA-CC33 1373 2518 100% 99% 0.0 FJ588230.1 Pseudomonas sp.
IPA-CC35 1050 889 100%  82% 0.0 FM877978.1  Bacillus sp.
IPA-CC36 1332 2449 100% 99% 0.0 JQ821376.1 Bacillus pumilus
IPA-CC37 659 1092 100% 97% 0.0 KF479589.1 Paenibacillus sp.
IPA-CF39 599 985 96% 97% 0.0 JQ659427.1 Methylobacterium sp.
IPA-CF42 1390 2302 100% 96% 0.0 KF818634.1 Bacillus methylotrophicus
IPA-CF44 589 1024 100% 98% 0.0 DQ813326.1  Burkholderia sp.
IPA-CF45A 1257 2313 100% 99% 0.0 KR259244.1  Bacillus megaterium
IPA-CF47 1395 2429  99% 98% 0.0 AM162328.1  Paenibacillus sp.
IPA-CF438 531 874 98% 97% 0.0 KM403209.1  Brevibacillus agri
IPA-CC49 1378 2492 100% 99% 0.0 KJ200405.1 Burkholderia sp.
IPA-CF62 1392 2390 99% 98% 0.0 KF479589.1 Paenibacillus sp.
IPA-CF65 1385 2558 100% 100% 0.0 LC005453.1 Bacillus megaterium
IPA-CF66 880 1531 99% 98% 0.0 JX867250.1 Pseudomonas sp.

"Nota atribuida pelo algoritimo e baseado no niimero de pareamento perfeitos (match) e imperfeitos (mismatch) entre a sequencia de entrada
¢ alguma sequencia do banco de dados. O seu valor alto d4 uma indicagdo da qualidade do alinhamento; > Percentagem da sequencia de
entrada que alinhou com as sequencias do banco de dados; *Ntimero de pares de bases porcentagem de identidade entre a sequéncia do
isolado de cana e o organismo relacionado; *Probabilidade do alinhamento ser real ou obtido meramente ao acaso entre as sequencias de
entradas e a do banco de dados. Quanto mais préximo de zero, mais significativo é o alinhamento; * Numero de acesso da sequéncia do
organismo relacionado.



Quadro 1 — Posigao taxondmica das baterias isoladas de colmo e folha de cana-de-agucar.
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Grupo I Dominio: Bactéria
Filo: Firmicutes
Classe: Bacilli

Ordem: Bacillales

Familia: Bacillaceae Familia: Paenibacillaea
Género: Bacillus Género: Paenibacillus Ge.ner('):
Brevibacillus

Isolados: IPA-CCI1B, IPA-CCl11, IPA-

CFI3A, IPA-CF16, IPA-CF18, IPA-CF20, | 1S0lados: IPA-CC6,

IPA-CF14, IPA-CC22A,

IPA-CC25, IPA-CC28, IPA-CC29, IPA- IPA-CC23, IPA-CC37, IPA-CF48
CC30B, IPA-CC30C, IPA-CC35, IPA- IPA-CF47 ¢ TPA-CF62

CC36, IPA-CF42, IPA-CF45A e IPA-CF65

Filo: Proteobacteria
Grupo Il Classe: p-proteobacteria
Ordem: Burkholderiales
Familia: Burkholderiaceae Familia: Oxalobacteraceae
Género: Burkholderia Género: Herbaspirillum

Isolados: IPA-CC3A, IPA-CC10, IPA-CC27,

IPA-CF44, e IPA-CF49 Isolados: IPA-CC8 e IPA-CC9

Classe: a-proteobacteria
Ordem: Rhizobiales

Grupo III

Familia: Methylobacteriaceae

Género: Methylobacterium

Isolados: IPA-CF19 e IPA-CF39

Classe: y-proteobacteria
Ordem: Pseudomonadales
Familia: Pseudomonadaceae

Género: Pseudomonas

Isolados: IPAC-CC33 e [IPA-CF66
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3.9.3 Analise filogenética com base no marcador 16S rRNA ribossomal

Apo6s obtencdo das sequéncias parciais do gene 16S rRNA ribossomal, as mesmas
foram tratadas e alinhadas entre si € em conjunto com algumas espécie-tipo do banco de
dados do NCBI. O alinhamento foi utilizado para melhor visualizagao do grau de parentesco
entre os isolados. De posse dos alinhamentos das sequéncias, foi construida uma arvore
filogenética (Figura 5).

Foi possivel observar a formacgdo de sete grupos, sendo o grupo 1 com quatro
isolados pertencentes a ordem Bacillales: os isolados IPA-CC6 e IPA-CC25 apresentaram
identidade genética de 99 % com Bacillus subtilis strain ANS5 e 98 % com Paenibacillus sp.
B38-1, o isolado e IPA-CC29 apresentou identidade de 98 % com B.subtillis, em um ramo
mais externo a esse grupo, o isolado IPA-CC23 apresentou identidade méxima de 88 % com
Paenibacillus sp.

O grupo 2, formou-se com trés isolados pertencentes a ordem Bacillales e
Burhholderiales. O isolado IPA-CF42 com identidade genética de 96% com B.
methylotrophicus strain 262XY6, o isolado IPA-CF16 apresentou 96% de identidade com
B.subtilis e o isolado IPA-CC10 mostrou 96% identidade com Burkholderia sp.
CCBAU23014.

O grupo 3 foi formado exclusivamente por isolados pertencentes a classe -
proteobacteia da ordem Burkholderiales com quatro isolados. Os isolados IPA-CC3A e IPA-
CC49 mostraram identidades de 98 e 99% com Burkholderia sp FSGSD1, respectivamente.
Os isolados IPA-CC8 e IPA-CC9 apresentaram identidade de 99% com Herbaspirillum
seropecicae strain SmR1.

O grupo 4, com dois representantes da ordem Bacillales, foi formado pelos
isolados IPA-CC11, com identidade de 100% com Bacillus sp. B218Y-dh, e IPA-CF65, com
99 % de identidade com Bacillus megaterium DSM319.

O grupo 5, formou um grupo com apenas dois isolados, o IPA-CF19 pertencente a
familia Methylobactereacea com 99% de identidade com Methylobacterium organophilum

strain NS6 e o [IPA-CC36 com identidade de 99% com Bacillus pumilus stain HNSQ1.
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o4 IPA-CC6
100 | IPA-CC25
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Figura 5. Arvore filogenética construida a partir de sequéncias do gene 16S rRNA ribossomal de
isolados de cana-de-aglicar, em relacdo as sequéncias ja depositadas em banco de dados, utilizando-se
o método de Neighbor-Joining, com distancias calculadas pelo método de Jukes-Cantor. Os valores de
cada rama representam as porcentagens de 1000 réplicas bootstrap. Ramas com valores de bootstrap
abaixo de 55% sdo como ndo resolvidas.
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O grupo 6 foi composto por quatro isolados pertencentes a ordem Bacillales: IPA-
CF18, com identidade maxima de 92 % com Bacillus sp.; IPA-CF48, com 97 % de
identidade com Brevibacillus agri; 1IPA-CC35, com 82 % de identidade com Bacillus sp.; e
IPA-CF14, que apresentou-se em uma rama mais externa com ligacdo ao grupo 5, com 84 %
de identidade com Paenibacillus sp. B381.

Os 16 isolados do grupo 7 formaram um agrupamento separado e bem distinto, sem
agrupar-se com nenhuma das estirpes tipo mais representativas de cada espécie encontrada no
banco de dados de GenBank. Porém, quando blastadas isoladamente com o banco de dados,
mostraram identidade com algum género bacteriano, conforme Tabela 8. Este resultado ¢
bastante interessante, uma vez que pouco se conhece sobre os endofiticos de cana-de-agucar, e
este grupo pode ser considerado como novos géneros ou novas espécies bacterianas ainda nao
estudadas. Estudos de hibridizagdo DNA-DNA ou o uso de outros iniciadores mais
especificos e mais conservados podem ser primordiais na identificacdo e classificacao
taxonomica destes individuos.

Como ja descrito anteriormente, o género Bacillus foi identificado com maior
numero de isolados (Tabela 8). De acordo com Seldin et al. (1998), seus representantes sao
facilmente isolados em maior quantidade de solos rizosféricos em varias espécies de plantas.
Tem uma grande importancia ecoldgica e na diversidade genética ambiental (GARDENER,
2004). Segundo, Xie et al.(1998), o género Bacillus apresenta atividade da nitrogenase para
as espécies B. subtilis, B. pumilus, B. megaterium, corroborando os resultados do presente
estudo. Varios pesquisadores ja descreveram que muitas espécies de Bacillus podem
contribuir significativamente para a melhoria da planta, de varias formas e principalmente,
como agente de controle biologico fitopatogénico (BACON et al., 2001; LACEY et al., 2001;
DAVOLOS et al., 2015), e produgdo de a-amilase (SODHI et al., 2005; DILLIRAN et al.,
2006). A espécies B. megaterium, quando inoculada na cultura do arroz, promoveu maior
crescimento, maior absor¢ao de Mn e ganhos na eficiéncia fotossintética pela producio de
AIA e sider6foros positivo (ZHANG, 2015).

De acordo com Kokalis-Burelle et al.(2006), as linhagens de B. subtilis sao as

BPCP’s mais utilizadas, devido a suas diversas caracteristicas de promogao de crescimento,

entre elas, a produ¢do de antibidticos e reducdo de doengas quando aplicadas no tratamento de
sementes.

Paenibacillus sp. LLZ1 foi descrito como capaz de hidrolisar a celulose de forma

eficiente e economicamente vidvel, com atividade 6tima a 40 °C e pH 6, levando a uma

significativa economia energética (HU et al.,2016). Daane et al. (2002), descreveram que as
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espécies de Paenibacillus tém sido isolados de diversos locais, como solo, 4gua, rizosfera da
planta, materiais vegetais, alimentos, forragens larvas de inseto.

As bactérias do género Burkholderia spp. colonizam diferentes nichos ecologicos,
entre eles, o solo (COSTA et al., 2014), estdo comumente presentes na rizosfera de espécies
de gramineas, tais como o trigo (BALANDREAU et al., 2001; PARKE & GURIANO-
SHERMAN, 2001) e milho (BEVIVINO et al.,1998; ARRUDA et al., 2013). Elas também
podem ser encontradas como endofiticos de videira (COMPANT et al., 2005), cana-de-agticar
(BODDEY, 2002; MENDES et al., 2007) e como simbiontes de leguminosas (HOWIESON et
al., 2013). Meyer et al. (1995) e Barelmann et al. (1996) descrevem pelo menos quatro tipos
de sideréforos produzido pelo complexo Burkholderia cepacia, que podem atuar no
crescimento vegetal através do controle dos baixos niveis de etileno na planta por meio da
acdo da ACC deaminase (GLICK et al.,1998).

Assim, como os Bacillus e Paenibacillus spp., as Burkholderia tém efeitos
benéficos na promocao do crescimento de planta, no controle bioldgico de doencas do solo,
na fixag¢do de nitrogénio, solubilizacdo de fosfato, e na producdo de AIA e ACC deaminase
(SHAHAROONA et al., 2007; HAGGAG & TIMMUSK, 2008; KUMAR et al., 2012; CHEN
et al., 2013; BACHA et al., 2016) e indiretamente, pela producao de compostos antagdnicos
como enzimas hidroliticas, sider6foros e varios antibidticos (GOVINDASAMY et al., 2011;
SUAREZ-MORENO et al., 2012; COSTA et al., 2014).

As bactérias endofiticas do género Herbaspirillum tem mais de 10 espécies
descritas, sendo H. seropedicae a primeira descrita por Baldani et al. (1986), encontradas em
diversos representantes das Poacea, em especial em cana-de-agucar, arroz, milho e sorgo
(BALDANI et al. 1996). Souza (2011), mostrou que a bactéria H. seropedicae estirpe SmR1
tem acdo de controle bioldgico contra a bactéria causadora do raquitismo na cana-de-agucar
(Leifsonia xyli subsp. Xyli) baseando-se em evidéncias indiretas, como aumento da massa dos
colmos e com tendéncia a maiores rendimentos de producdo. Usando essa mesma estirpe,
Neiverth et al. (2014) verificaram maiores ganhos na produtividade de trigo (7riticum
aestivum) em relagdo ao tratamento sem adubo nitrogenado. Olivares et al. (2000)
comprovaram efeitos de Herbapirillum  na promog¢do de crescimento em plantas
micropropadas de cana-de-agucar, promovendo ganho de biomassa radicular em até 350 %.
Canuto et al. (2003), avaliaram a contribui¢do da FBN por varias estirpes de H. seropedicae
em plantas de cana-de-agucar inoculadas nos toletes, comprovando ganhos em relagdao aos

tratamentos ndo inoculados.
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O género Methylobacterium ¢ amplamente encontrado em diferentes espécies de
plantas como endofitica de arroz (MADHAIYAN et al., 2009), amendoim (POONGUZHALI
et al., 2008), girassol, milho e soja (KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2004; RAJA et al., 2008).
Em sementes de cana-de-aclicar promoveu ganho na germinacdo de quase 20 %
(MADHAIYAN et al., 2006). Esse género pode beneficiar as plantas de varias maneiras, na
filosfera, ele age sinergicamente usando o metanol das folhas como unica fonte de carbono e
energia e em contrapartida produz fitormonios para a planta. Além disso, promove melhoria
na germinacao e aumento do crescimento das plantas pela producao de auxinas e citocininas.

Outros mecanismos pelos quais Methylobacterium promovem crescimento vegetal
¢ pela regulagdo dos niveis de etileno, causado pelo estresse nas plantas através da produgao
de ACC deaminase (OMER et al.2004; MADHAIYAN et al.2006), pela FBN suprindo a
planta hospedeira com fontes organicas de nitrogénio (SY et al., 2001) e sdo capazes de
sintetizarem pectina e celulase, sugerindo uma possivel apresentarem uma possivel resisténcia
sistémica a planta hospedeira (MADHAIY AN et al., 2006).

Micro-organismos pertencentes ao género Pseudomonas té€m sido amplamente
utilizados no sistema de produgdo organica como fornecedor de fosforo e t€ém mostrado
resultados promissores na producao vegetal (PATEL et al. 2011; AMARESAN et al. 2012).
P. fluorescens, P. putida, P. aeruginosa e Pseudomonas sp. foram isoladas na rizosfera de
arroz (Oryza sativa), canola (Brassica napus L.), gengibre (Zingiber officinale), milho (Zea
mays L.) e cana-de-agucar (Sarcarumm L.), promovendo crescimento dessas plantas através
da produgdo de AIA, sider6foros, ACC deaminase, solubiliza¢ao de fosfato, cido cianidrico,
fixagdo de nitrogénio, controle de fitopatogénicos entre outros (SHAHAROONA et al., 2006;
JAYARA]J et al., 2007; ARAUJO et al., 2013; SIVASAKTHI et al., 2013; SULOCHANA et
al., 2014).

Neste estudo, apenas um isolado (IPAC-CF48) apresentou similaridade ao género
Brevibacillus, resultado similar ao encontrado por Magnani (2005), estudando a diversidade
de bactérias endofiticas também na cana-de-acucar, isolou apenas um micro-organismo desse
mesmo género. Raton et al.(2012), isolaram e identificaram seis bactérias do género
Brevibacillus na rizosfera de cana-de-agtcar, todas com agdo antifingica, com atividade para
pectina, celulose, solubilizacdo de fosfato inorgénico e producdo de AIA. Brevibacillus sp.
tem sido descrito como um importante biorremediador de metais pesados como o arsénio.
Mallick et al. (2014), verificaram que a estirpe KUMASs2, promoveu a imobilizacdo de
arsénio do solo, mostrou capacidade de produzir AIA e, quando inoculada no solo

contaminado com metais pesados, colonizou com sucesso a rizosfera do solo plantado com
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pimentdo, promovendo seu crescimento, diminuindo a acumulagdo de metais pesados como
Cr e Zn na planta. A estirpe BISR-HY65 de Brevibacillus sp. foi descrita por Yadav et
al.(2013) como uma bactéria termo tolerante capaz de solubilizar fosfato de complexa
solubilizacdo através da producdo de acidos organicos como o citrico, gluconico, malico e
formico, e mais quatro ndo identificados, podendo ser utilizado como bioinoculante eficiente
capaz de solubilizar fésforo complexado no solo.

No presente trabalho foi observado a dominancia das bactérias do filo Firmicutes,
resultados contrarios a maioria dos trabalhos com micro-organismos diazotroéficos em cana-
de-acticar. Esses trabalhos relatam que a maior ocorréncia de bactérias endofiticas sdo
pertencentes aos géneros Herbaspirilllum spp., Gluconocatobacter diazotrophicus e
Azospirillum spp. (BALDANI et al., 1986; JAMES et al., 1997; REIS JUNIOR et al., 2000).
Possivelmente, a ndo ocorréncia do género Azospirillum spp., tdo frequentemente encontrado
na cana-de-acicar (BALDANI et al., 1997; JAMES & OLIVARES, 1997), pode ter sido
devida ao fato que bactérias desse género ocorrem com mais frequéncia na rizosfera e nas
zonas de alongagao e pelos radiculares das plantas (BROEK & VANDERLEYDEN, 1995).

O sequenciamento parcial do gene 16S rRNA ribossomal, verificado por Gonzalez
(2008) mostrou-se uma técnica inadequada para agrupamento das estirpes de Rhizobium e
Sinorhizobium a nivel de espécie, porém conforme Toledo et al.(2009), para caracterizagao de
bactérias ja descritas a técnica foi precisa para o sequenciamento parcial de isolados
rizobianos indicados para composicao de inoculantes. No entanto quando sdo realizados
estudos de novos isolados, o sequenciamento parcial do gene 16S rRNA nao ¢ suficiente, para
sanar esse problema, ¢ necessario o uso de outros marcadores taxonémicos nucleares.

Atualmente, o gene 16S rRNA ribossomal ¢ extremamente conservado e além
disso, tem um grande niumero de sequéncias bacterianas depositadas, nos bancos de dados de
genes e por isso a grande facilidade de encontrar varios géneros com a mesma identidade ¢
alta, sendo assim, a diferenca de apenas um nucleotideo pode diferenciar um organismo a
nivel de género.

Para evitar erros, uma vez, que a biologia moleclar ¢ bastante dindmica no tempo
€ no espaco, o uso de técnicas mais avancadas para identicar taxonomicamente isolados de
forma mais precisa como: regides hipervariaveis ribossomais, regides intergénicas e
hibridagdo DNA-DNA ja se encontra descrita. Ou até mesmo o uso de marcador taxonomico

menos conservado como os gyrd, gyrB, recA, glyA, gliA, etc.
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4 CONCLUSOES

As caracteristicas bioquimicas e/ou fisiologicas dos isolados endofiticos
estudados indicam que a grande maioria tem potencial para ser utilizada como bactérias
promotoras de crescimento vegetal, apresentando mais de um mecanismo de promocao de
crescimento, como degradacdo de amido e quitina, solubilizacdo de fosfato, producdo de
acido-indol- 3-acético e fixacdo de nitrogénio.

A caracterizagdo molecular dos isolados endofiticos de colmo e folha de cana-de-
acucar revelou uma grande diversidade de bactérias colonizando esta planta. O uso do
marcador BOX-PCR foi importante para separar os isolados idénticos diminuindo desta forma
o numero de bactérias a serem estudadas.

Através da analise molecular do gene 16S rRNA ribossomal, foi possivel verificar
que os géneros Bacillus e Paenibacillus foram os que apresentaram maiores numeros de
individuos identificados, seguidos por Burkholderia, Herbaspirillum, Methylobacterium,
Pseudomonas e Brevibacillus.

Os isolados endofiticos IPA-CC33, IPA-CF65 e IPA-CC9, apresentaram maiores
atividades da nitrogenase, solubilizacao de fosfato, ACC deaminase, catalase e AIA in vitro,

sendo estes escolhidos para o teste em campo.
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Parte 11

INOCULACAO DA CANA-DE-ACUCAR COM BACTERIAS DIAZOTROFICAS
ENDOFITICAS

RESUMO

O cultivo de cana-de-acgticar no Brasil vem se destacando a cada ano, principalmente com a
necessidade de combustiveis e energias limpas. Novas areas de plantios estdo surgindo e com
isso ha necessidade de investimentos em tecnologia que visem maiores produtividades e que
seja economicamente e ambientalmente vidvel. Sendo a cultura bastante extratora de
nitrogénio, a adubacdo com esse nutriente nas grandes areas de plantio ¢ economicamente
inviavel, ndo contribui para a produc¢ao de energia limpa, uma vez que os fertilizantes sao
fabricados utilizando energia fossil. Como alternativa, o uso de bactérias diazotroficas tem o
potencial de fornecer nitrogénio a cultura pela fixacdo biologica do nitrogénio (FBN). Este
trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia de inoculantes microbianos contendo
bactérias diazotréficas endofiticas, previamente selecionadas, inoculadas individualmente e
em mistura na produtividade, qualidade tecnoldgica e fixacdo bioldgica de N, da cana-de-
acucar, variedade RB92579, nos ciclos da cana planta, soca e ressoca. O experimento foi
conduzido por trés anos compreendendo os ciclos de cana planta, soca e ressoca na Estagdo
Experimental Itapirema, do Instituto Agrondmico de Pernambuco (IPA), no municipio de
Goiana-PE. O solo da area experimental foi classificado como Espodossolo Cérbico de
textura arenosa e apresenta baixa fertilidade natural. O delineamento experimental foi em
blocos casualizados, em esquema fatorial 10x3, constituido de dez tratamentos (IPA-CC9
(Herbaspirillum  seropedicae), IPA-CC33(Pseudomonas sp.), IPA-CF65 (Bacillus
Megaterium), IPA-CC9 + IPA-CC33, IPA-CC9 + IPA-CF65, IPA-CC33 + IPA-CF65,
IPA-CC9 + IPA-CC33 + IPA-CF65, Mistura Embrapa (BR1140 (4zospirillum amazonense),
BR11175 (H. seropedicae), BR11192 (H. rubrisubalbicans), BR11284 (Gluconacetobacter
diazotrophicus) e BR11364 (Burkholderia tropica), testemunha nitrogenada (TN) e
testemunha absoluta ( TA)), trés ciclos de cultivo (cana-planta, cana-soca e cana-ressoca) com
quatro repetigdes, totalizando 40 parcelas por cultivo. As avaliagdes foram aos 11 meses apds
o plantio para cana-planta e 12 meses apds o corte para cana-soca e ressoca. Os parametros
avaliados foram: altura de plantas, didmetro do colmo, massa seca da parte aérea, nitrogénio
total das folhas +3, produtividade do colmo fresco, rendimento de agucar por hectare (TPH),
teor de solidos soluveis totais (°Brix), fibra, agucar total recuperavel (ATR) e estimativa da
contribuicdo da FBN na nutricdo da cana-de-agucar pela técnica de abundancia natural do
isotopo '°N. Os dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia com comparagdes
entre médias dos tratamentos pelo teste F seguido da aplicacdo do teste Duncan a 5% de
probabilidade. A inoculacdo resultou em diferencas significativas (p<0,05) entre os
tratamentos inoculados com as bactérias diazotroficas endofiticas e a TA para os parametros
diametro do colmo e ATR, para o cultivo cana-ressoca. A contribuigdo da FBN nos
tratamentos inoculados variou de 4,62% a 57,31% . Nos demais parametros avaliados nao
houve diferenca significativa (p>0,05), porém constatou-se incrementos na produtividade do
colmo de até 14 Mg.ha em comparacio a TN, entre os ciclos. Este incremento possivelmente
foi proveniente dos beneficios da inoculagdo, inferindo baixo custo econdomico e ecoldgico,
assim como resultando em promogao de crescimento das plantas, pela aplicacao do inoculante
bacteriano que estd relacionado a uma necessidade iminente para uma agricultura mais
sustentavel.

Palavras-chave: RB92579; inoculante; Bacillus megaterium; Pseudomonas
sp.;Herbaspirillum seropecicae; fixagdo bioldgica do nitrogénio, °N.
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INOCULATION OF CANE SUGAR WITH BACTERIA DIAZOTROPHIC
ENDOPHYTIC

ABSTRACT

The sugarcane cultivation in Brazil has been increasing every year, especially with the need
for clean fuels and energies. New areas of plantations are emerging and with it the need for
investments in technology aimed at higher productivity and is economically and
environmentally viable. Being quite extraction culture of nitrogen fertilization with this
nutrient in large areas of plantation is economically viable, it does not contribute to the
production of clean energy, since fertilizers are manufactured using fossil energy.
Alternatively, the use of diazotrophs has the potential to provide nitrogen culture for
biological nitrogen fixation (BNF). This study aimed to evaluate the microbial inoculants
efficiency containing endophytic bacteria, previously selected, inoculated individually and in
combination in productivity, technological quality and biological N, fixation of sugarcane,
variety RB92579, the cycles of plant cane, soca and ressoca. The experiment was conducted
for three years comprising the cycles of plant cane, soca and ressoca in Itapirema
Experimental Station of the Agronomic Institute of Pernambuco (IPA), in Goiana-PE
municipality. The soil of the experimental area was classified as Spodosol Carbic sandy
texture and has a low natural fertility. The experimental design was randomized blocks in a
factorial 10x3, consisting of ten treatments (IPA-CC9 (Herbaspirillum seropedicae), 1PA-
CC33 (Pseudomonas sp.), IPA-CF65 (Bacillus Megaterium), IPA-CC9 + IPA-CC33 , IPA-
CC9 + IPA-CF65, IPA-CC33 + IPA-CF65, IPA-CC9 + IPA-CC33 + IPA-CF65, mix
Embrapa (BR1140 (Azospirillum amazonense) BR11175 (H. seropedicae) BR11192 (H.
rubrisubalbicans ) BRI11284  (Gluconacetobacter  diazotrophicus) and BR11364
(Burkholderia tropica), nitrogen witness (TN) and absolute control (TA)), three crop cycles
(plant cane, cane ratoon and cane ressoca) with four replications, totaling 40 .. growing by
installments Assessments were at 11 months after planting to plant cane and 12 months after
the cut for cane ratoon and ressoca the parameters evaluated were: plant height, stem
diameter, shoot dry weight, nitrogen total +3 leaves, fresh stalk yield, sugar yield per hectare
(TPH), total soluble solids (° Brix), fiber, total recoverable sugar (ATR) and estimation of the
contribution of BNF nutrition of sugar cane the technique of natural abundance of '°N isotope.
Data were subjected to analysis of variance comparisons between treatment means the test F
followed by the application of Duncan test at 5% probability. The inoculation resulted in
significant differences (p<0,05) between the treatments inoculated with endophytic bacteria
and TA parameters for stem diameter and ATR, for cane cultivation ressoca. The contribution
of BNF in the inoculated treatments ranged from 4.62% to 49.35%. In other parameters no
significant difference (p >0.05), but it was found in increments of up to 14 Mg ha™ stalk
productivity compared to TN, between cycles, which was possibly from the benefits of
inoculation, implying low economic and environmental cost, as well as resulting in growth
promotion of plants, the application of inoculant that is related to an imminent need for a
more sustainable agriculture.

Keywords: RB92579; inoculant; Bacillus megaterium; Pseudomonas sp.; Herbaspirillum
seropecicae; biological nitrogen fixation, °N.
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1 INTRODUCAO

O cultivo da cana-de-agucar tem grande importancia para o agronegdcio brasileiro,
em especial para a economia nordestina, em destaque para os estados de Alagoas e
Pernambuco, com 338 e 264 mil hectares plantados respectivamente. Segundo o ultimo
levantamento da producdao de cana-de-agucar, de dezembro de 2015, publicado pela
Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2015), o Brasil devera colher cerca de
659 milhdes de toneladas na safra 2015/2016, volume este 3,2% maior que o ciclo
2014/2015(CONAB, 2015).

No Brasil a utilizagdo de insumos nitrogenados na cultura de cana-de-acucar ¢
relativamente baixo em comparagdo a outros paises com produtividades semelhantes. Na
[ndia, Estados Unidos da América, Colombia e Australia os fertilizantes nitrogenados sao
adicionados a cultura entre 150 ¢ 200 kg ha™' de N ano (BAPTISTA et al., 2014).

No Brasil, em média, sdo aplicados entre 40 a 60 kg ha™ de N na cana-planta e de
80 kg ha' de N nas soqueiras (NUNES JUNIOR et al., 2005), com baixa eficiéncia de
utilizacdo do N pelas plantas nos plantios comerciais (BALASUBRAMANIAN et al., 2004),
chegando a 40% de aproveitamento na cana-planta e 70% na cana-soca (FRANCO et al.,
2011). A utilizagao dessa pouca quantidade de fertilizante nitrogenado na cultura da cana-de-
acucar no Brasil, sem haver o esgotamento das reservas de N no solo, Boddey et al.(2004),
sugeriu haver bactérias diazotroficas associadas a cultura que poderiam fornecer N a cana-de-
agucar.

Esses micro-organismos benéficos aos vegetais, conhecidos como bactérias
promotoras de crescimento em planta (BPCP’s), representam uma estratégia nos setores
agricolas e ecologicos, pois garantem ganhos econdmicos com menos danos ao meio
ambiente (COMPANT et al., 2010).

Com intuito de aumentar a eficiéncia do uso do N, e, a0 mesmo tempo elevar a
produtividade da cultura, baixando os custos de producdo e, consequentemente aumentando a
renda do produtor rural, sugere-se a utilizacdo da tecnologia de inoculacdo com uso de
bactérias diazotroficas, que através de varios mecanismos podem promover o crescimento
vegetal, como a fixacdo bioldgica do nitrogénio (FBN) (URQUIAGA et al., 1992), a redugao
do ataque de patogenos , a mitigacdo dos efeitos deletérios dos estresses bidticos e abidticos
(LUGTENBERG & KAMILOVA, 2009), pela produgao de acido-indol-3-acético (SUMAN
et al.,, 2001), solubilizagdo de fosfato inorganico (SHUKLA et al., 2008), produgdo de
sider6foros (BENEDUZI et al. 2013) entre outros.
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A presenga desses micro-organismos, especialmente na cultura da cana-de-agucar,
tem sido bastante estudada desde a década de 50, quando as primeiras espécies promotoras de
crescimento foram isoladas por Baldani et al.(1997). Schultz et al. (2014) estudando a
inoculagdo de bactérias diazotroficas na cultura da cana-de-agucar, verificaram que houve
aumento do potencial produtivo da cultura, indicando uma possivel redu¢do da adubacio
nitrogenada, resultando em lucro para a industria da cana e na preservacdo do meio ambiente,
por ser um produto alternativo, com baixo custo € menor risco ambiental que o uso dos
fertilizantes nitrogenados. Pesquisas de interagdes entre planta e bactérias diazotroficas
evidenciaram que a cana-de-aglicar pode obter quantidades relevantes de N pela FBN quando
inoculada com esses micro-organismos (MUTHUKUMARASAMY & REVATHI, 1999).

A contribui¢ao da FBN para a nutri¢gdo nitrogenada na cultura pode chegar a pelo
menos 40 kg. ha” de N (URQUIAGA et al., 2012). Variagio esta que pode estar correlatada
com o genotipo da planta, altitude, temperatura, umidade, e principalmente com as condi¢des
da fertilidade do solo. Porém, em se tratando de uma cultura que ocupa milhdes de hectares, o
suprimento de cerca de 30 % da demanda de N pela FBN certamente trard beneficios
ambientais e econdmicos para essa cultura (BALDANI et al., 2009; CHAVES et al., 2015).

Diante do exposto, o trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia de inoculantes
microbianos contendo bactérias diazotroficas endofiticas, previamente selecionadas,
inoculadas individualmente e em misturas na produtividade, qualidade tecnolégica e fixagao
biologica de N, da cana-de-agtcar, variedade RB92579, nos ciclos da cana-planta, soca e

ressoca.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local do experimento e caracteriza¢io do solo

O estudo foi realizado na Estacdo Experimental de Itapirema do Instituto
Agronomico de Pernambuco (IPA), no municipio de Goiana, (7°38'33,33" S e 34°56'50.80"
0O), zona da Mata Norte de Pernambuco. A regido apresenta um clima tropical chuvoso
(temperatura média anual em torno de 28°C, com verdo seco) conforme a classificagdo de
Koppen (Am), com predominancia de solos com baixa fertilidade natural. O experimento foi
conduzido durante trés anos consecutivos e as avaliagdes foram realizadas aos 11 meses apds

o plantio para cana-planta, 12 meses ap0Os o corte para cana-soca ¢ 12 meses apos o segundo
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corte para cana-ressoca. As precipitacdes acumuladas foram de 1.418 mm, 1.950 mm e 1.643

mm para os trés ciclos de cultivo avaliados, respectivamente (Figura 1).

400 -~
300

200 -

Precipitagdo (mm)

100 -

cana-plana cana-soca cana-ressoca

Figura 1. Precipitacdo mensal registrada no local do estudo durante a

permanéncia do experimento em campo.

O solo da érea experimental foi classificado como Espodossolo Carbico de textura

arenosa (EMBRAPA,1999). Foram feitas amostragens do solo nas profundidades de 0-20 e

20-40 cm para a caracterizacdo quimica e fisica (Tabelas 1 e 2), seguindo metodologia

recomendada pela Embrapa (1997). Previamente ao plantio, o solo foi preparado com aragao,

gradagem e abertura dos sulcos com profundidade de 30 cm para o plantio.

Tabela 1. Caracteristicas quimicas do solo Espodosolo Carbico, coletado na Estacdo

Experimental de Itapirema do IPA, Goiana-PE.

pg PH MO P Ca Mg Na K Al H S CIC V m
cm  H,0 dag/Kg mg/dm’ = -eeeeeeeeees (071510) [T/ N — Yo-----
Cana- [ 020 570 006 300 1,0 1,65 0,02 0,03 005 201 28 49 58 2
planta | 040 560 0,03 200 090 060 002 002 000 179 15 34 45 6
Cana- | 020 58 008 200 140 045 0,04 0,04 000 255 1,9 45 43 0
eSS0 040 59 004 2,00 120 070 0,03 0,04 0,00 2,64 2,0 46 43 0

profundidade (Pd)

Tabela 2. Caracteristicas fisicas do solo Espodossolo Carbico, coletado na Estagdo

Experimental de Itapirema do IPA, Goiana-PE.

Pd Densidade (g/cm3) Composi¢io granulométrica (%)  Argila Grau Classe
cm Areia Areia natural Flocula¢ao Textural
Ds Dp Grossa Fina  Silte  Argila (%) (%)
0-20 1,49 2,65 62 27 1 10 2 80 AF*
20-40 1,52 2,59 72 14 3 11 2 82 AF*

* Areia Franca, profundidade (Pd), densidade do solo (Ds), densidade da particula (Dp)



117

2.2 Correcao e adubaciao do solo para cana-planta

Foi realizada calagem no solo um més antes do plantio, com aplicagdao a lango e
incorporagdo ao solo com grade niveladora, de 800 kg ha™ de calcario dolomitico (PRNT =
80%), elevando a saturacao por base a 60%. A aduba¢do de fundagdo foi realizada na ocasido
do plantio, com base na analise do solo, conforme sugerido por Cavalcanti (2008), com 120
kg.ha' de P,Os na forma de superfosfato simples e 40 kg.ha” de K,O na forma de KCI para
todos os tratamentos. Nas parcelas que receberam nitrogénio foi aplicada dose equivalente a
20 kg.ha™! de N na forma de ureia. Apos 90 dias do plantio, foi realizado uma adubacio de
cobertura ao lado da linha de plantio com 40kgha™ de N na forma de ureia, apenas nas
parcelas que receberam nitrogénio, e 40 kgha' de K,O na forma de KCI para todos os

tratamentos.

2.3 Delineamento experimental

Utilizou-se o delineamento experimental em blocos ao acaso, em esquema fatorial 10
x 3 com quatro repetigdes, totalizando 40 parcelas por cultivo. Foram testados 10 tratamentos
envolvendo inoculagdo com bactérias diazotroficas (oito com inoculagdo e duas testemunhas
sem inocula¢do, sendo uma com adubacdo nitrogenada e outra sem adubacdo nitrogenada),
em trés ciclos de cultivo (cana planta, cana soca e cana ressoca).

Cada parcela foi composta por cinco linhas de 8 m de comprimento, com
espacamento de 1,3 m entre linhas, totalizando 52 mz, considerando como area util as trés
linhas centrais retirando 1,0 m de cada lado, perfazendo uma area til de 23,4m” para cada

parcela. A 4rea total do experimento foi de 3.312m’

2.4 Descricao dos tratamentos e preparo dos inoculantes

Os inoculantes foram preparados utilizando trés estirpes de bactérias diazotréficas
endofiticas pertencentes a colecdo de bactérias obtidas na primeira parte do trabalho, além de
um padrdo de referéncia, que foi o inoculante misto proposto pela Embrapa Agrobiologia
(OLIVEIRA et al., 2003; 2006), para cana-de-agucar. As estirpes foram selecionadas de
acordo com suas caracteristicas morfofisioldgicas, bioquimicas ¢ moleculares. Visando a
utilizacdo de estripes com maior potencial de promocao de crescimento vegetal, para
formulagdo dos inoculantes bacterianos deste experimento, foram selecionadas aquelas que
apresentaram maior atividade de redu¢do de acetileno em meio de cultura, além de capacidade

de solubilizacdo de fosfato e producao de ACC deaminase, catalase e acido-indol-3-acético.
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As estirpes selecionadas foram a IPA-CC9 (Herbaspirillum seropedicae); a TPA-CC33
(Pseudomonas sp.) e a IPA-CF65 (Bacillus megaterium), que foram utilizadas como
inoculantes puros e também em misturas, detalhadas adiante nesse texto. O inoculante da
EMBRAPA consiste na mistura de cinco estirpes: BR1140 (Azospirillum amazonense),
BR11175 (H. seropedicae), BR11192 (H. rubrisubalbicans), BR11284 (Gluconacetobacter
diazotrophicus) e BR11364 (Burkholderia tropica).

Todas as estirpes (selecionadas na parte I e estirpes de referéncias da Embrapa) foram
crescidas, separadamente, em Erlenmeyer com meio liquido DYGS (RODRIGUES NETO et
al., 1986), com pH especifico para cada bactéria conforme Baldani et al. (2014), em agitador
rotatorio (200 rpm), por 48 horas a 31°C. Apos o crescimento, as bactérias foram inoculadas
de forma individualizada em condi¢des assépticas em turfa estéril conforme Figueiredo et
al.(2013) e distribuidas em sacos de polietileno de média densidade (0,04- 0,09 mm). O
produto apresentou 10° células por grama de turfa. Ao final, os inoculantes foram estocados
para maturagdo a temperatura ambiente (28- 30° C) por sete dias.

Os tratamentos utilizados foram compostos pelas inoculagdes com as estirpes
selecionadas de forma individual e as seguintes misturas:

Tratamento 1: [IPA-CC9 (Herbaspirillum seropedicae);

Tratamento 2: IPA-CC33 (Pseudomonas sp.);

Tratamento 3: IPA-CF65 (Bacillus megaterium);

Tratamento 4: Mistura: [IPA-CC9 + IPA-CC33 (H. seropedicae + Pseudomonas sp.);
Tratamento 5: Mistura: [IPA-CC9 + IPA-CF65 (H. seropedicae + B. megaterium);
Tratamento 6: Mistura: [PA-CC33 + IPA-CF65 (Pseudomonas sp.+ B. megaterium);
Tratamento 7: Mistura: IPA-CC9 + IPA-CC33 + IPA-CF65 (H.seropedicae + Pseudomonas
sp. + B. megaterium);

Tratamento 8: Mistura Embrapa: Azospirillum amazonense (BR1140), H. seropedicae
(BR11175), H. rubrisubalbicans (BR11192), Gluconacetobacter diazotrophicus (BR11284),
Burkholderia tropica (BR11364);

Tratamento 9: TN (testemunha nitrogenada) — sem inoculagdo e com adubac¢ao nitrogenada,
conforme recomendacao do [IPA (CAVALCANTI, 2008);

Tratamento 10: TA (testemunha absoluta) — sem inoculagdo e sem adubag¢do nitrogenada.

Para os tratamentos 1, 2 e 3 (inoculacdo individual com as estirpes selecionadas na
parte I), foram utilizados 50 mL de meio de cultura DYGS com populacio de 10° células mL™

de cada isolado endofitico e misturado em 150 g de turfa estéril com pH final 6,5. Para os
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tratamentos 4, 5 e 6 (inoculacdao dupla), utilizou-se 25 mL do cultivo bacteriano individual
misturado a 75 g de turfa estéril . Para o tratamento 7 (inoculagdo tripla), utilizou-se 17 mL
do cultivo bacteriano para 50g de turfa. Para o tratamento 8 (mistura Embrapa) foi utilizado
10 mL do crescimento bacteriano misturado a 30 g de turfa. A composicao final de cada dose
do inoculante, foi de 50mL do crescimento bacteriano misturado a 150 g do veiculo turfa

totalizando um produto final com 200g.

2.5 Variedade de cana-de-acucar utilizada no experimento

Foi utilizada a variedade RB92579, bastante utilizada nos plantios pernambucanos
(BARBOSA et al., 2003) , que apresenta maturacdo média, com alto teor de sacarose e médio
teor de fibra. Seguida de boa brotacdo, alto perfilhamento em cana-planta e soca, bom
fechamento de entrelinhas, porte semiereto, 6tima colheitabilidade e eficiente no uso dos
principais nutrientes. Também apresenta alta produtividade agricola, florescimento baixo,
tolerante ao ataque da broca comum, resistente a ferrugem marrom, escaldadura das folhas e

moderadamente resistente ao carvao (SIMOES NETO et al., 2005).

2.6 Processo de inoculacio e plantio dos toletes no campo

Para o plantio, foram utilizadas cana-semente de 10 meses de idade. Os colmos
foram cortados com cerca de 30 cm com pelo menos trés gemas viaveis selecionadas. Os
toletes foram colocados em sacos de rafia e imersos por 60 min. em 8§ reservatérios de
capacidade de 310 L cada, contendo o inoculante turfoso diluido na propor¢do de 200 g do
inoculante para 30 L de agua, seguindo metodologia descrita por Oliveira et al. (2002) e Reis
et al. (2009). Em seguida, os toletes foram imediatamente plantados. Utilizou-se cerca de 14 a
20 gemas por metro linear de sulco, com cerca de 300 colmos por tratamento. Nos ciclos da
cana planta e da cana soca, a umidade do solo foi mantida préxima a 80% da capacidade de
campo pela aplicagdo de lamina de 4gua de acordo com a necessidade da cultura. No ciclo da

ressoca, a cana nao recebeu irrigagao.

2.7 Adubacio e reinoculacio da soqueira

Apbs os dois cortes da cana-de-agucar, foi feita adubagdo das soqueiras com 40kg.ha™!
de P,0s na forma de superfosfato simples e 100kg.ha” de K,0 na forma de KCl para todos
os tratamentos ¢ 80kgha' de N na forma de ureia nas testemunhas nitrogenadas. A

reinoculagdo da segunda soqueira foi realizada com pulverizador manual apds o corte, com
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jato dirigido a superficie do corte nos devidos tratamentos. Foram utilizados 750 mL de cada
inoculante, diluidos na proporgdo 1:5 ¢ contendo uma concentragio final em torno de 10° a

107 células mL™.

2.8 Colheita e avaliacoes

Ao término de cada ciclo, onze meses apos o plantio para cana-planta, doze meses
para cana-soca e ressoca, foram colhidos manualmente e pesados separadamente as folhas
secas , as folhas verdes e o colmo de todas as plantas das trés linhas centrais de cada
tratamento. Sub-amostras foram coletadas para estimativa da matéria seca de cada parte, por
meio de pesagens e secagem em estufa de circulagao forcada de ar a 65°C até peso constante.
Com base nos pesos frescos determinados em campo e nas percentagens de peso seco de cada
fragdo, foram estimadas a produtividade de colmos frescos, matéria seca da parte aérea (folhas
secas + folha verdes + colmos) por hectare. As determina¢des de N foram realizadas segundo
o método semimicro-Kjeldahl (NOGUEIRA & SOUZA, 2005). Uma amostra de dez plantas
por parcela foi colhida ao acaso para as andlises industriais/tecnologicas conforme
CONSECANA (20006), realizadas na usina de agucar e alcool, Santa Teresa no Municipio de
Goiana-PE.

Foram avaliados os seguintes parametros: altura de plantas, diametro do colmo, massa
seca da parte aérea (obtida pelo somatério da massa seca das folhas e colmo), nitrogénio
acumulado nas folhas verdes, produtividade do colmo fresco, tonelada de pol no caldo da
cana por hectare (TPH), s6lidos soluveis totais (°Brix), fibra, agucar total recuperavel (ATR) e
contribuicdo da fixacdo bioldgica do nitrogénio na nutri¢do da cana-de-actcar pela técnica de

abundancia natural do isétopo °N.

2.9 Estimativa das quantidades de N fixado pela cana-de-agicar

Para determinar a contribui¢do da FBN na nutri¢ao da cana-de-agucar, amostra de 10
folhas-indice (+3) que, conforme Orlando Filho et al. (1980), indicam o estado nutricional das
plantas e representam, de acordo com Boddey et al. (2001), o valor médio de enriquecimento
de '°N para a planta inteira, foram colhidas nas fileiras centrais das unidades experimentais,
aos 11 meses de cultivo (cana-planta). Folhas de plantas espontaneas, que ocorreram entre as
fileiras da cana, e de girassol, de um experimento contiguo sobre a mesma mancha de solo,
foram amostradas para servirem de referéncia para estimativa da FBN. As plantas espontaneas
foram identificadas taxonomicamente a nivel de espécie. As folhas foram secas em estufa a

65° C com circulagdo forcada de ar por 72 horas, trituradas em moinho tipo Willey (com
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peneiras de 20 mesh) e enviadas para andlise de abundancia natural do is6topo PN por
espectrometria de massa no Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA) em
Piracicaba-SP. As abundancias naturais foram expressas em unidades de o, de acordo com a

equacao:
0 = (Ramostra’Rpadrio — 1)*1000
Onde: Ramostra € Rpadrao $30 as razoes N:N da amostra e do padrao (N, atmosférico).
O percentual de nitrogénio derivado do ar (% Ndda) foi calculado utilizando a equagdo:
%Ndda = [(5" Nreferéncia) - 0 Nfixadora)) / 8" Nreferénciay— B] x 100

15 ’ ;1 15 A . O] A
Em que: 8 "Nreferencia) € 0 valor médio dos & °N das plantas referéncia (espécies expontaneas e
. 15 . 15 , . ,
girassol), 8 "N(fixadora) € 0 Valor dos & "N da cana-de-agtcar dos diferentes tratamentos € B é o

valor de 8'°N para plantas fixadoras cultivadas na auséncia de N. Para gramineas ¢ utilizado o

valor de B = 0 %0 (MORAIS et al., 2012).

2.10 Analise dos dados

Os dados foram submetidos a andlise de varidncia, e as médias comparadas pelo teste
de Duncan (P<0,05), utilizando o programa computacional SAS version 8.02 (SAS Institute

2001).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos trés ciclos avaliados, o numero de plantas ndo apresentou diferenca estatistica
entre os tratamentos, variando sempre entre 70 e 80 mil plantas por hectare. Para a altura de
plantas, comparando-se os tratamentos dentro de cada cultivo, houve diferenca significativa (p
< 0,05) entre os tratamentos na cana-ressoca (Tabela 3), porém para os outros cultivos ndo foi
observado diferenca entre eles. A maior média de altura na cana-ressoca foi proporcionada
pela inoculagdo com a estirpe IPA-CC33 (Pseudomonas sp.) com 2,39 m, 15% maior que a

altura das plantas inoculadas com a estirpe IPA-CC9 ( Herbaspirillum seropecicae) com
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2,07m. Em geral, a cana-soca atingiu maiores médias de altura em relacdo a cana-planta e a
cana-ressoca. A inoculagdo com o mix da EMBRAPA proporcionou maiores ganhos em
altura na cana-soca e cana-planta, com 3,02 e 2,72 m, respectivamente.

Como nao houve diferenga significativa para o tratamento com nitrogénio (TN) em
relacdo aos demais, pode-se inferir que a inoculacdo foi tdo eficaz quanto a aplicacdo do
nitrogénio. O comportamento quase semelhante da cana-de-aglicar entre a testemunha
absoluta e os demais tratamentos pode ser explicado pela existéncia de bactérias diazotréficas
endofiticas e/ou epifiticas nativas na cana-semente e at¢ mesmo na area em estudo. Bologna-
Campbell (2007) e Sartori (2010) relatam que a falta de resposta da cana-planta, como
observado nesse estudo, pode ser atribuida a varios fatores, entre eles a uma possivel FBN, ao
vigor radicular, ao estoque de nitrogénio no colmo semente e as condi¢des climaticas. Por
outro lado, Franco et al. (2008) relatam que nem todo o nitrogénio aplicado no solo ¢ utilizado
pela cultura, podendo ser fixado ao solo, ser perdido por lixiviagdo para as aguas subterraneas
ou volatilizado para a atmosfera.

Em geral, no Brasil observam-se respostas baixas da cana-planta a adubacdo
nitrogenada, principalmente em solos com alta fertilidade natural, provavelmente pela
presenga de matéria organica no solo, que supre boa parte da necessidade da cana e,
possivelmente, pela FBN (ROSSETTO et al., 2010; URQUIAGA et al., 2012). Oliveira et al.
(2006) constataram que as melhores respostas ao uso de bactérias diazotroficas endofiticas
ocorreria em solos de média a baixa fertilidade natural. Contrariando essas observagoes, no
presente estudo ndo foi possivel verificar resposta dos tratamentos com as estirpes
diazotroficas nem ao uso de fertilizante nitrogenado, apesar da baixa fertilidade natural e
baixo teor de matéria organica do solo da area experimental (0,06%) (Tabela 1).

O menor desenvolvimento da cana-ressoca no tratamento nitrogenado (TN) em
relacdo a cana-planta e a cana-soca pode ser devido a inibicdo da FBN causada pela
reaplicacdo do fertilizante nitrogenado. As bactérias promotoras de crescimento de plantas
(BPCP’s) podem promover incremento no crescimento de plantas por causarem a
mineralizagdo de nutrientes, disponibilizando-os adequadamente para as espécies vegetais
(CLEYET-MAREL et al., 2001). A maior altura de plantas observado para cana-soca, pode
ter sido pela possivel mineralizacdo de nutrientes durante o ciclo da cana-planta, deixando
uma maior disponibilidade de nutrientes para o ciclo seguinte, consequentemente obteve
ganhos em altura em relacdo a cana-planta, mesmo ndo diferindo estatisticamente. Além
disso, as estirpes de BPCP’s podem atuar na fixa¢do assimbiotica do nitrogénio a ser

disponibilizado para a planta e utilizado em reagdes metabolicas que levam ao crescimento



123

vegetal e ainda ocasionar respostas variaveis a depender da efetividade da associagdo com as
espécies vegetais (SPAEPEN et al., 2009).

Em relacdo ao didmetro de colmo, foi possivel observar diferencas significativas
(p<0,05) entre os tratamentos na cana-ressoca (Tabela 3). As plantas inoculadas com a estirpe
IPA-CC33 (Pseudomonas sp.), com a mistura IPA-CC33+IPA-CF65 (Pseudomonas sp. +
Bacillus megaterium) e com o mix da EMBRAPA tiveram diametro igual ao das plantas que
receberam adubacgao nitrogenada. A adubagdo aumentou o didmetro do colmo em mais de 4,0
mm em relacdo a testemunha absoluta, representando um incremento de mais de 22%.
Resultados contrarios foram observados por Oliveira et. al. (2007), ao analisarem o
crescimento de trés cultivares de cana-de-agucar, ndo observaram diferenca na primeira
época, até¢ aos 135 dias apos plantio (DAP), sendo a diferenga verificada a partir dos 279
DAP. Apos este periodo, os autores verificaram a tendéncia de diminuigdo e estabilizacao do
diametro médio do colmo de todos as cultivares. Alvarez & Castro (1999) verificaram que o
diametro do colmo sofre pouca influéncia do sistema de manejo, sendo evidenciado que o seu
crescimento ¢ mais acentuado no inicio do ciclo.

De acordo com Cesnik & Miocque (2004), o tamanho médio do diametro em cana-
de-agucar ¢ de 2,5 cm, corroborando os valores encontrados neste estudo. Landell & Silva
(1995), relataram que entre as varidveis biométricas da cana-de-agucar, o diametro do colmo
¢ 0 que apresenta a menor variacdo, ¢ que depende das caracteristicas da variedade da cana,
do nimero de perfilhos, do espacamento entre linhas e das condigdes ambientais. Landell &
Silva (2004), descrevem que os componentes de producao determinantes para o potencial de

um canavial sdo comprimento e didmetro do colmo e niimero de perfilhos.
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Tabela 3. Altura e didmetro do colmo de plantas de cana-de-agucar, cultivar RB92579,
inoculadas (individualmente e em mistura) ou ndo com bactéria diazotréficas endofiticas, em
trés anos consecutivos de cultivo na Estacdo Experimental do IPA-Itapirema (Goiana-PE).

Altura de Planta (m)

Tratamento Cana Planta Soca Ressoca
IPA-CC9 2,50+0,09 aB 2,93+0,11 aA 2,07+0,14 bC
IPA-CC33 2,63+0,12 aAB 2,91+0,10 aA 2,39+0,06 aB
IPA-CF65 2,60+0,16 aB 3,00+0,05 aA 2,31+0,04 abB
IPA-CC9 + IPA-CC33 2,70+0,07 aA 2,79+0,13 aA 2,21+0,05 abB
IPA-CC9+IPA-CF65 2,56+0,17 aB 3,00+0,07 aA 2,19+0,08 abB
IPA-CC33+IPA-CF65 2,64+0,21 aA 2,90+0,07 aA 2,27+0,03 abB
IPA-CC9+IPA-CC33+IPA-CF65 2,52+0,13 aB 2,91+0,06 aA 2,16+0,08 abC
EMBRAPA 2,72+0,07 aB 3,02+0,08 aA 2,29+0,05 abC
TN 2,59+0,06 aA 2,87+0,08 aA 2,27+0,12 abB
TA 2,62+0,17 aA 2,85+0,06 aA 2,23+0,09 abB
CV (%) 14,19
Didmetro do Colmo (mm)

Tratamento Cana Planta Soca Ressoca
IPA-CC9 21,43+3,97 aA 24,11£1,87 aA 19,49+0,54 bcA
IPA-CC33 21,42+4,02 aA 23,42+1,97 aA 20,78+0,57 abA
IPA-CF65 21,10+4,28 aA 22,15+0,96 aA 18,95+0,46 bcA

IPA-CC9 + IPA-CC33
IPA-CC9+IPA-CF65
IPA-CC33+IPA-CF65
IPA-CCO+IPA-CC33+IPA-CF65
EMBRAPA

TN

TA

22,7144,13 aA
21,87+3,61 aA
22,2343,12 aA
22,0243,63 aA
21,58+4,27 aA
20,91+4,51 aA
21,73+3,75 aA

22,30+0,89 aA
22,28+0,64 aA
22,60+£0,27 aA
22,63+0,85 aA
21,93+0,82 aA
22,42+0,44 aA
23,39+1,12 aA

19,36+0,53 bcA
19,89+0,92 bcA
20,52+0,79 abA
19,73+0,95 bcA
20,44+0,29 abA

22,26+0,57 aA

18,16+0,54 cA

CV(%) 13,12

M¢édias seguidas pela mesma letra mintscula na coluna e maitscula nas linhas para cada parametro, ndo diferem
entre si pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade. IPA-CC9 (Herbaspirillum seropedicae), IPA-CC33
(Pseudomonas sp.),IPA-CF65 (Bacillus megaterium), EMBRAPA (BR1140 (Azospirillum amazonense),
BR11175 (H. seropedicae), BR11192 (H. rubrisubalbicans), BR11284 (Gluconacetobacter diazotrophicus) e
BR11364 (Burkholderia tropica); TN (Testemunha nitrogenada- sem inoculagdo e com adubagdo nitrogenada);
TA (Testemunha absoluta— sem inoculagdo e sem adubagdo nitrogenada).

Para o pardmetro massa seca da parte a¢rea (MSPA), houve diferenca significativa
(p<0,05) entre os cultivos, apresentando maior massa seca na cana-soca com valores variando
de 38,23 Mgha' para a testemunha absoluta (TA) a 18,11 Mgha' para o tratamento
composto  pela mistura  [PA-CC9+IPA-CC33+IPA-CF65

triplice (Herbaspirillum

seropedicae, Pseudomonas sp. Bacillus megaterium), na cana-ressoca (Tabela 4).
Comparando-se os tratamentos dentro de cada cultivo ndo foi observado diferenca
significativa (p>0,05). Porém, para cana-planta o tratamento IPA-CC33+IPA-CF65
apresentou maior valor (25,68 Mg.ha” ) e o IPA-CC33 o menor (21,12 Mg.ha™), com um
incremento de quase 22% de producdo de MSPA. Essa mesma mistura proporcionou
incrementos de 16% e 25% respectivamente, em relacdo a testemunha nitrogenada (TN) a ao

tratamento com a triplice mistura, IPA-CC9+IPA-CC33+IPA-CF65. Para cana-soca o
tratamento TA, proporcionou maior acumulo de MSPA com 38,23 Mgha”, 26 % de
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incremento em relagdo a TN. Para cana-ressoca os dados variaram entre 21,88 Mg.ha'1 para o
tratamento IPA-CF65 (Pseudomonas sp.) a 18,11 Mg.ha'1 para o inoculacdo com o mix da
EMBRAPA. Valores de acumulacio de biomassa seca da parte aérea de 11,2 ¢ 12,7 Mg.ha™
em relagio a adubacio nitrogenada (100 kgha' de N) e ao tratamento inoculado
Burkholderia gladioli, respectivamente, foram relatadas por Pereira et al. (2013), para a
cultivar RB92579, a mesma utilizada nesse estudo. Além disso, estes autores conseguiram
acumulo de biomassa seca frente a inoculacdo na cana-de-agucar, quando inoculada com o
mix da EMBRAPA proposto por Oliveira et al.(2006) e inoculagdo individual com B.
gladioli de 14 e 11,9 Mg.ha™' respectivamente, em relagio ao controle sem adubagio com N e
sem inoculagdo na variedade RB86579.

Schultz et al. (2014), ao utilizarem a inoculacao de cinco estirpes de bactérias
diazotroficas em duas variedades comerciais de cana-de-agucar, ndo observaram diferencgas
significativas para massa seca da parte aérea em cana-planta e cana-soca, 0 mesmo
encontrado no presente estudo.

Resultados semelhantes foram observados por Dobbelaere et al. (2003), que
citam que valores de fitomassa de massa seca ndo apresentaram diferenga significativa entre

plantas inoculadas (trigo e milho) e sem inoculagao.
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Tabela 4. Massa seca da parte aérea (MSPA) (folha secas + folhas verdes + colmos),
nitrogénio acumulado nas folhas verde (NAFV) e produtividade do colmo fresco de cana-de-
agucar, cultivar RB92579, inoculadas individualmente ¢ em mistura, ou ndo com bactéria
diazotroficas endofiticas, em trés anos consecutivos de cultivo na Estagao Experimental do
[PA-Itapirema(Goiana-PE).

MSPA (Mg.ha")

Tratamento Cana Planta Soca Ressoca

IPA-CC9 22,17+2,81 aB 34,37+1,79 aA 19,26+1,26 aB
IPA-CC33 21,12+1,28 aB 32,04+2,39 aA 20,14+0,72 aB
IPA-CF65 25,65+2,21 aB 35,12+2,84 aA 21,88+1,09 aB

IPA-CC9 +IPA-CC33
IPA-CC9+IPA-CF65
IPA-CC33+IPA-CF65
IPA-CCO+IPA-CC33+IPA-CF65
EMBRAPA

24,09+1,45 aB
21,72+1,87 aB
25,68+3,45 aAB
20,4942,01 aB
22.55+1,38 aB

33,40+1,86 aA
33,89+0,77 aA
32,5843,53 aA
33,36+2,59 aA
34,84+3,53 aA

19,29+1,41 aB
20,42+0,39 aB
20,03+0,81 aB
18,11+1,73 aB
19,97+1,08 aB

TN 22,12+0,68 aB 30,26+2,26 aA 19,11+2,16 aB
TA 25,17+3,13 aB 38,23+3,45 aA 18,26+1,14 aB
CV (%) 19,2
NAFV (Kg.ha™ de N total )

Tratamento Cana Planta Soca Ressoca
IPA-CC9 55,62+7,45 aA 27,26+1,69 aB 23,55+2,59 aB
IPA-CC33 51,70£3,92 aA 29,68+1,02 aB 29,29+1,21 aB
IPA-CF65 56,67+6,89 aA  38,25+8,63 aAB 27,20+3,45 aB

IPA-CC9 +IPA-CC33
IPA-CC9+IPA-CF65
IPA-CC33+IPA-CF65
IPA-CCO+IPA-CC33+IPA-CF65
EMBRAPA

TN

TA

61,80+4,19 aA
55,61+4,28 aA
67,3243,11 aA
53,39+3,66 aA
50,5144,65 aA
58,47+5,49 aA
62,44+10,31 aA

29,41+3,04 aB
29,14+3,06 aB
30,06+4,88 aB
24,58+1,64 aB
33,85+5,10 aB
33,74+3,74 aB
32,7142,70 aB

26,00+2,85 aB
23,90+3,31 aB
22,36+1,30 aB
24,56+4,70 aB
26,04+2,02 aB
20,78+2,71 aB
23,03+3,44 aB

CV(%)

16,57

Tratamento

Produtividade Colmo fresco (Mg.ha™)

Cana Planta

Soca

Ressoca

IPA-CC9

IPA-CC33

IPA-CF65

IPA-CC9 + IPA-CC33
IPA-CC9+IPA-CF65
IPA-CC33+IPA-CF65
IPA-CCO9+IPA-CC33+IPA-CF65
EMBRAPA

TN

TA

74,75+8,87 aA
71,2549,44 aA
83,75+9,80 aA
77,75€7,27 aA
67,25+4,73 aA
79,56+11,81 aA
63,02+8,44 aA
77,50+£7,41 aA
72,75+1,03 aA
78,75+8,05 aA

86,75+2,84 aA
76,50+4,64 aA
86,75+4,64 aA
80,50+4,50 aA
83,75+3,61 aA
82,75+9,88 aA
77,75+¢3,32 aA
80,00+7,92 aA
72,25+¢5,93 aA
84,25+6,02 aA

37.50+1,84 aB
38,5041,50 aB
44,75+2,95 aB
41,25+2,66 aB
37,75+3,72 aB
38,75+2,86 aB
37,50+3,09 aB
37,50+2,32 aB
39,00+4,35 aB
36,00+3,32 aB

CV(%)

23,02

Meédias seguidas pela mesma letra mintiscula na coluna e maiuscula nas linhas para cada parametro, ndo diferem
entre si pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade. IPA-CC9 (Herbaspirillum seropedicae), IPA-CC33
(Pseudomonas sp.),IPA-CF65 (Bacillus megaterium), EMBRAPA (BR1140 (Azospirillum amazonense),
BR11175 (H. seropedicae), BR11192 (H. rubrisubalbicans), BR11284 (Gluconacetobacter diazotrophicus) e
BR11364 (Burkholderia tropica); TN (Testemunha nitrogenada- sem inoculagdo e com adubagdo nitrogenada);
TA (Testemunha absoluta— sem inoculagdo e sem adubacgdo nitrogenada).
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Em relagdo ao acumulo de nitrogénio nas folhas folhas verdes (NAFV), observa-se
que houve diferenca significativa (p < 0,05) apenas entre os cultivos (Tabela 4), porém para
os tratamentos dentro de cada cultivo ndo foi observado efeito significativo. O maior acimulo
de N foi observado para o tratamento IPA-CC33+IPA-CF65 (Pseudomonas sp.+ Bacillus
megaterium), com 67,32 Kg.ha de N na cana-planta, representando um ganho de quase 15%
em relacdo a testemunha nitrogenada (TN) e 33% em relacdo ao tratamento com inoculacao
com a mistura da EMBRAPA. Na cana-soca, a inoculacio com a estirpe IPA-CF65
proporcionou maior acumulo de N, com 38,25 Kg.ha! de N. Para cana-ressoca, o acamulo
maximo de N (29,29 Kg.ha) foi observado para a cana inoculada com a estirpe IPA-CC33.
Os maiores valores de N observado para cana-planta, pode ter sido pelo tipo de inoculagao,
em que os toletes-sementes permaneceram imersos no inoculante proporcionado maior
contato e absor¢cao do produto, diferente para cana-soca que foi pulverizado com jato
direcionado no corte imediatamente apds a colheita.

Mesmo nao mostrando diferengas significativas nos teores de N nas folhas verdes
da cana-de-agucar, para os tratamentos que receberam os inoculantes comparando com a TN
que recebeu 60 Kg.ha' de N, os isolados aplicados individuamente ou em misturas foram
capazes de contribuir com a nutricdo mineral da cana. Resultados semelhantes foram
observados por Oliver (2014), estudando a interagdo de bactérias diazotroficas e doses de N-
fertilizante na cultura de cana-de-agucar, que constataram que doses de 0, 60 ¢ 90 Kg.ha™ de
N promoveram incrementos nao significativos no acimulo de N na parte aérea da cana-de-
acucar. Silva et al. (2009), ao avaliarem o efeito da utilizagdo de inoculantes compostos pela
mistura de estirpes de bactérias diazotroficas com polimeros na fixacdo de nitrogénio em
cana-de-aglicar observaram incrementos ndo significativos no actimulo de N na parte aérea de
cana-de-agtcar inoculadas com o inoculante composto de cinco estirpes de bactérias
diazotréficas (Gluconacetobacter  diazotrophicus, Herbaspirillum seropedicae,
Herbaspirillum rubrisubalbicans, Azospirillum amazonense e Burkholderia tropica) na
auséncia de adubagdo nitrogenada.

Pereira et al. (2013) constataram aumento significativo no teor de N do ponteiro na
variedade RB72454 em relacdo aos tratamentos, testemunha absoluta (sem inoculacao e sem
aduba¢do com N) e adubagdo nitrogenada, quando inoculada com o mix com cinco estirpes €
com Herbaspirillum seropecicae. Esses mesmo autores, obtiveram resultados semelhantes, de
ndo significancia, ao descrito nesse estudo em relagdo a inoculagdo utilizando a cultivar

RB92579.
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Em relacdo a produtividade do colmo fresco, ndo houve diferenca significativa
(p>0,05) para o potencial de resposta a inoculagao dos tratamentos contendo as bactérias e as
testemunhas, € nem entre os trés cultivos (Tabela 2), porém com alguns incrementos. Para
cana-planta, o tratamento IPA-CF65 promoveu aumento de 20, 11 ¢ 5 Mgha™' de colmo
fresco em relacdo aos tratamentos composto pela triplice inoculagdo, IPA-CC9+IPA-
CC33+IPA-CF65, testemunha nitrogenada (TN) e testemunha absoluta (TA),
respectivamente. Na cana-soca e cana-ressoca o tratamento IPA-CF65 manteve o maior
rendimento do colmo com 86,75 Mgha' e 44,75 Mg.ha' respectivamente, para os dois
cultivos sucessivos. Resultados semelhantes foram observados por Pereira et al. (2013),
utilizando essa mesma variedade de cana-de-agucar inoculada com diferentes estirpes de
bactérias diazotréficas, incluindo as cinco estirpes proposta pela EMBRAPA, que também
nao observaram respostas a inoculagao e nem a adubacgao nitrogenada para a produtividade de
colmo fresco.

Lima et al. (2011), estudando a aplicagdo de inoculantes contendo micro-organismos
diazotroficos na produgdo de cana-de-acucar, assim como por Schultz et al. (2012), utilizando
a variedade de cana-de-acicar RB72454, verificaram que a inoculacdo e a adubagdo
nitrogenada ndo influenciaram a produtividade de colmo para essa variedade.

Oliveira et al. (2003), observaram respostas nao significativas, porém com pequenos
aumentos na produtividade, a inoculagdo com bactérias diazotréficas na variedade de cana SP
701143 de origem micropropagada.

Pereira (2011), avaliando a produtividade de colmos de sete variedades de cana-de-
acucar com e sem inoculagdo, verificaram que a aplicagdo do inoculante promoveu ganhos
significativos de 12,8 Mgha' em apenas uma variedade (RB724540) em relagio ao
tratamento ndo inoculado. Nao foi verificado incrementos significativos de colmos para a
variedade RB92579, a mesma utilizada nesse estudo.

Os resultados mostram que a cana-de-actcar ndo precisou de adubagdo nitrogenada
nem da inoculagcdo com bactérias capazes de realizarem a FBN in vitro. Possivelmente, ja
havia uma populacdo de bactérias endofiticas nos colmos utilizados como sementes e essa
populagao foi eficiente para suprir as necessidades de N das plantas, seja por meio da FBN ou
pelo aumento da capacidade da planta de absorver N do solo.

Observando a produtividade de colmos para os trés cultivos, cana-planta e cana-soca
mantiveram relativamente a mesma produtividade, seguido de um declinio significante para a
cana-ressoca, que nao respondeu a reinoculacdo e nem a adubacgdo nitrogenada. As plantas

inoculadas com a estirpe IPA-CF65 apresentaram a maior produtividade para esse cultivo,
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mas ndo diferindo estatisticamente ente os tratamentos. Em parte, esses resultados
corroboram os resultados obtidos por Schultz et al. (2014) para a variedade de cana
RB72454, que observaram que a inoculagdo propiciou incrementos na cana-panta € cana-soca
com um declinio de producao de colmo na segunda soca.

Pereira et al. (2013), estudando a resposta de seis variedades de cana-de-agucar a
inoculagdo com diferentes bactérias diazotroficas, observaram resposta significativa para
apenas uma variedade, RB72454, sendo que a testemunha nitrogenada e todos os tratamentos
com os inoculantes proporcionaram resposta significativamente maior que a testemunha sem
inoculacdo e sem N.

A inoculagdo individual e em misturas, assim como o mix de bactérias diazotroficas
nos trés ciclos de cultivo ndo promoveram aumento de produtividade de colmos na variedade
em estudo (RB92579), podendo haver alguma especificidade entre essa variedade e as
bactérias. Reis et al.(2006) relatam que a resposta significativa para a inoculacdo depende do
genoétipo de plantas. Tem sido relatado também que a resposta dos gendtipos de cana-de-
agucar a inoculagdo com bactérias diazotroficas, sofre influéncia direta do ambiente de
producado. Oliveira et al. (2006) ao avaliarem a inoculagdo de bactérias diazotroficas em duas
variedades de cana-de-actcar (SP70-1143 e SP81-3250), verificaram que o rendimento de
colmos e a contribui¢do da FBN foram influenciados tanto pela combinagdo de estirpes
utilizadas, quanto pelo genotipo da planta, tipo de solo e adubacao nitrogenada.

Mesmo nao havendo diferencas significativas entre os tratamentos, ganhos de até 20
Mg.ha™' proporcionado pela estirpe IPA-CF65, ¢ bem interessante ao produtor pois tratando-
se de uma cultura cultivada em grandes areas esse ganho em produtividade é bem
significativo para melhor rendimento do produtor.

A possivel reducdo da eficiéncia da inoculagdo observada na cana-ressoca nos
parametros até aqui apresentados pode estar associada a redug¢do de N no solo, conforme
descrito por Schultz et al. (2014). Esses autores que relatam que o beneficio da inoculagao
esta relacionado com a maior eficiéncia do uso do N disponivel no solo pelas plantas, e que o
estoque de N no solo diminui @ medida que as culturas sdo colhidas, diminuindo assim a
eficiéncia da inoculacdo ao longo dos anos. Schultz et al. (2012), avaliando a resposta de duas
variedades de cana-de-agciicar (RB72454 e RB867515) a inoculagdo com bactérias
diazotroficas e adubagdo nitrogenada, demonstraram que a inoculagdo ndo exerceu nenhuma
influéncia sobre a FBN nas duas variedades de cana estudadas. Os aumentos de rendimentos
observados na cana-soca apos inoculacdo pode estar associado aos diferentes efeitos de

promogado de crescimento sobre o sistema radicular da cultura (SARAVANAN et al., 2007;
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VIDEIRA et al., 2012). Outro possivel fator do declinio observado na produtividade do colmo
fresco observado para cana-ressoca pode ter ocorrido por periodos de déficit hidrico na fase
de crescimento da cultura, uma vez que, nesse ciclo, as plantas dependeram exclusivamente
da precipitagdo pluviométrica.

Um fato interessante ¢ que o acumulo de N nas folhas verdes, verificado na cana-
planta, refletiu em maior produtividade na cana-soca, fato este indo em desacordo com a
maioria dos trabalhos com cana-de-actcar onde relatam que a cana-soca tende a ter menor
producao de colmo que a cana-planta.

A possibilidade de se substituir parte do fertilizante nitrogenado pela fixa¢do de
nitrogénio por bactérias diazotroficas deve ser considerada, pois esta ¢ econdmica e
ambientalmente vantajosa (REIS JUNIOR et al.,, 2000). A n3o resposta a adubagdo
nitrogenada observada neste estudo, pode sinalizar uma possivel redu¢ao do uso do adubo
nitrogenado na cana-de-aglcar, revertendo-se em lucro para o produtor. Além dessa
economia, deve-se considerar o ganho ambiental pela diminuicdo de N adicionado ao sistema
solo-planta, que pode acarretar em polui¢do por nitrato.

Para o rendimento de actcar (TPH), a cana-resoca apresentou valores
significativamente menores (p<0,05) em relagdo a cana-planta e cana-soca. As plantas
inoculadas com a mistura IPA-CC9 + IPA-CC33 produziram 36 % mais agucar que as plantas
da testemunha absoluta (TA) (Tabela 5) que ndo receberam adubagdo nitrogenada e nem
inoculacdo, superando as plantas inoculadas com o mix da EMBRAPA em 35 %. No cultivo
da cana-planta, o tratamento IPA-CF65, apesar de nao diferir significativamente dos demais,
proporcionou um ganho de 20 % em relagdo a testemunha nitrogenada (TA). Essa diferenca
de 2 Mg.pol.ha™' entre esses tratamentos é expresseiva, pois em se tratando de uma cultura
que ¢ cultivada em grandes areas, esse ganho resulta em mais lucro para o produtor,
podendo até substituir a adubacao nitrogenada pela inoculacdo proposta. Para cana-soca, o
tratamento IPA-CC33+IPACF65 promoveu maior produgio de agucar com 14,23 Mg.pol.ha™,
representando um ganho de 20% em relacdo a TN.

Resultados semelhantes foram encontrados por Pereira (2011) que, avaliando a
eficiéncia da inoculacdo com bactérias diazotréficas quanto a produtividade de colmos e
qualidade tecnoldgica em sete cultivares de cana-de-agucar, verificou que o tratamento
inoculado produziu incrementos na produtividade do agucar de 0,8 Mg.pol.ha”, para a mesma
variedade de cana utilizada neste estudo, porém nao diferindo estatisticamente.

Para o teor aparente de solidos soluveis totais presente no caldo (°Brix), para o ano

cana-planta os tratamentos IPA-CC9+IPA-CC33, IPA-CCY9+IPA-CF65, IPA-CCY9+IPA-
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CC33+IPA-CF65 e TA apresentaram os maiores valores (p<0,05) (Tabela 5). Na cana-soca
destacou-se o tratamento IPA-CC9+IPA-CF65 e em ressoca nao houve diferencga significativa
(p>0,05) entre os tratamentos. O tratamento IPA-CC9+IPA-CF65 apresentou maior média de
°Brix com 22,46% na cana-soca, no entanto, ndo diferenciando significativamente de cana-
planta. Segundo Fernandes (1985), o valor ideal para a colheita e estadio de maturagdo da
cana em relacdo ao °Brix ¢ a partir de 18% durante todo o decorrer da safra. Desta forma,
todos os tratamentos nos trés cultivos apresentaram médias acima de 20% indicando que
foram colhidos maduros e com bom teor de sacarose.

Oliveira (2003) encontrou também resposta significativa no acimulo de sacarose na
variedade de cana-de-agucar SP70-1011, quando inoculada com mistura de bactérias
diazotroficas. Este autor sugeriu que outros mecanismos estdo envolvidos na promocao do
crescimento e desenvolvimento da cana-de-actcar, além da FBN. Souza et al. (2011),
avaliaram o efeito de bactérias diazotroficas nos componentes de producao da cana-de-agtcar
e relataram que a inoculagdo conjunta proporcionou uma maior produtividade devido a uma
provavel acao da mistura de bactérias, pela competi¢ao por espago, oxigénio € nutrientes com
0 patdgeno.

Resultados positivos da utilizagdo de inoculantes mistos tém sido relatados. Oliveira
et al. (2002) testaram a inoculagdo de sete diferentes combinagdes de indculos, usando cinco
espécies de bactérias diazotroficas endofiticas (G. diazotrophicus, H. seropedicae, H.
rubrisubalbicans, A. amazonense e Burkholderia sp.) em cana-de-agtcar.

Os teores de fibra variaram com os tratamentos e com os ciclos de cultivo da cana-
de-agucar. Para as plantas que receberam as inoculagdes com os tratamentos IPA-CC33
(13,34%), IPA-CF65 (13,17%), IPA-CC9+IPA-CC33 (13,21%), IPA-CCO9+IPA-CC33+IPA-
CF65 (13,62%) e EMBRAPA (12,80%), assim com a TA (13,08%), os teores de fibra foram
menores na cana-planta que na ressoca. No primeiro ciclo de cultivo nao houve diferenga
significativa (p<0,05) entre as inoculacdes e/ou adubacdes, mas na soca as plantas que
receberam o mix da EMBRAPA produziram menos fibras que todas as demais. Ja na ressoca,
esse comportamento foi observado nas canas inoculadas com o isolado IPA-CC9 com teor de
fibra de 14,03%.

Mesmo a diferenca ndo sendo significativa entre os tratamentos, o teor de fibra foi
acima da média nacional que ¢ de 12,5 % de acordo com o CONSECANA (2006). Resultados
semelhantes, de ndo significancia, foram encontrados por Souza et. al. (2011) ao avaliarem o
efeito de bactérias diazotroficas nos componentes de produgdo de cana-de-agucar infectadas

pelo raquitismo das soqueiras.
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A reducdo no teor de fibras na cana-de-agucar ¢ interessante industrialmente se a
planta for destinada principalmente a producdo de acucar ou &lcool, pois ha um maior
rendimento na moagem dos colmos. Ja para a industria que usa a biomassa energética para
queima, a procura de matérias com maiores quantidades de fibra ¢ mais interessante.
Entretanto, segundo Lavanholi (2008), do ponto de vista agricola, as variedades mais ricas em
fibras tém maior resisténcia ao tombamento, mesmo quando submetidas a despalha a fogo, e
geralmente sao mais resistentes a penetragao de pragas do colmo.

De acordo com Pereira (2011), existe relagao indireta entre o °Brix e o teor de fibras,
quanto maior o °Brix, menor o teor de fibras. Entretanto, isso ndo foi observado neste estudo,

pois os tratamentos que receberam inoculacdo, ndo promoveram a redug¢do do Brix e no teor

de fibras, quando comparado a TA.
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Tabela 5. Tonelada de pol por hectare/ produtividade de actcar (TPH), sélidos soluveis totais
(°Brix) e teores médios de fibra (Fibra) de cana-de-agtcar, cultivar RB92579, inoculadas
(individualmente ¢ em mistura) ou ndo com bactéria diazotroficas endofitica, em trés anos
consecutivos de cultivo na Estacdo Experimental do IPA-Itapirema( Goiana-PE).

TPH (Mg. pol. ha™)

Tratamento Cana Planta Soca Ressoca
IPA-CC9 11,51+1,30aA 13,75+0,31aA 6,87+0,45abB
IPA-CC33 10,69+1,51aA 12,71+1,04aA 6,72+0,28abB
IPA-CF65 13,11+1,44aA 13,85+0,71aA 8,14+0,61abB
IPA-CC9 + IPA-CC33 12,96+1,32aA 12,97+0,84aA 8,60+0,79aB
IPA-CC9+IPA-CF65 10,90+1,25aB 14,23+0,59aA 6,69+0,59abC
IPA-CC33+IPA-CF65 12,50+1,91aA 13,66+1,54aA 7,21+£0,42abB
IPA-CC9+IPA-

CC33+IPA-CF65 10,32+1,74aA 12,61+0,49aA 6,65+0,62abB
EMBRAPA 12,34+1,27aA 12,97+1,30aA 6,40+0,35bB
TN 10,90+0,30aA 11,85+1,06aA 6,91+0,78abB
TA 12,55+1,24aA 14,06+£0,99aA 6,33+0,73bB
CV (%) 19,17

°Brix (%)

Tratamento Cana Planta Soca Ressoca
IPA-CC9 21,05+0,32 abA 21,20+0,57 bA 20,78+0,27 aA
IPA-CC33 20,16+0,46 bB 21,83+0,48 abA 21,04+0,14 aAb
IPA-CF65 20,87+0,30 abA 21,15+0,21 bA 21,59+0,22 aA

IPA-CC9 + IPA-CC33
IPA-CC9+IPA-CF65
IPA-CC33+IPA-CF65
IPA-CCO+IPA-
CC33+IPA-CF65

21,85+0,20 aA
21,59+0,12 aAB
20,99+0,59 abA

21,73+0,60 aA

21,15+0,27 bB
22,46+0,09 aA
21,60+0,20 abA

21,3840,27 bA

21,47+0,11 aAB

20,94+0,76 aB
21,9440,21 aA

21,54+0,44 aA

EMBRAPA 21,05+0,30 abA 21,30+0,17 bA 20,96+0,40 aA
TN 20,72+0,37 abA 21,42+0,38 bA 21,07+£0,25 aA
TA 21,55+0,16 aA 22,17+0,22 abA 20,76+0,29 aB
CV (%) 3,24

Fibra (%)

Tratamento Cana Planta Soca Ressoca
IPA-CC9 13,57+0,32 aA 13,91£0,16 abA 14,03+0,80 bA
IPA-CC33 13,34+0,29 aB 13,99+0,29 abAB 15,02+0,38 aA
IPA-CF65 13,17+0,35 aB 14,38+0,38 abAB 15,04+0,80 aA

IPA-CC9 + IPA-CC33
IPA-CC9+IPA-CF65
IPA-CC33+IPA-CF65
IPA-CCO+IPA-
CC33+IPA-CF65

13,21+£0,21 aB
13,36+0,22 aA
13,24+0,22 aA

13,62+0,27 aB

13,94+0,33 abB
14,08+0,29 abA
14,22+0,12 abA

14,67+0,34 aAB

15,2840,32 aA
13,63+0,22 aA
14,32+0,73 aA

15,64+0,76 aA

EMBRAPA 12,80+0,18 aB 13,58+0,24 bB 15,11+0,86 aA
TN 13,18+0,45 aA 14,00+0,15 abA 14,37+0,75 aA
TA 13,08+0,30 aB 14,01+£0,32 abAB 14,59+0,55 aA
CV(%) 6,28

Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna e maiuscula nas linhas para cada pardmetro, ndo diferem
entre si pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade. IPA-CC9 (Herbaspirillum seropedicae), IPA-CC33
(Pseudomonas sp.),IPA-CF65 (Bacillus megaterium), EMBRAPA (BR1140 (Azospirillum amazonense),
BR11175 (H. seropedicae), BR11192 (H. rubrisubalbicans), BR11284 (Gluconacetobacter diazotrophicus) e
BR11364 (Burkholderia tropica); TN (Testemunha nitrogenada- sem inoculagdo e com adubagao nitrogenada);
TA (Testemunha absoluta— sem inoculagdo e sem adubacdo nitrogenada).
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Na avaliag¢do do rendimento de acucares totais recuperaveis por tonelada de cana de
acucar (ATR) (Tabela 6) foi observada diferenca significativa (p<0,05) entre os tratamentos
com inoculantes ¢ os cultivos, diferenciando estatisticamente em relagdo a testemunha
absoluta (TA) no ciclo da cana-ressoca. Para os cultivos cana-planta e cana-soca ndo foram
verificadas diferengas entre os tratamentos e as duas testemunhas. O tratamento IPA-
CC9+IPA-CC33, em cana-planta, proporcionou maior rendimento ATR, com 157,9 Kg.Mg
'.colmo com quase 10% de ganho em relago ao tratamento IPA-CC33 que apresentou menor
média. Para cana-soca o tratamento IPA-CC9+IPA-CC65 proporcionou ganho de 7% em
relacdo ao tratamento IPA-CC9 com menor média observada. Para cana-ressoca, as maiores
quantidades de agucar recuperavel foi proporcionada pelo tratamento IPA-CC33+IPA-CF65
com 174,32 Kg.Mg™.colmo, com ganho de quase 12 Kg.Mg™".colmo em relacdo a TA ¢ 14
Kg.Mg".colmo em relacio ao tratamento EMBRAPA. Estes resultados podem indicar que as
vias de sintese de acucares provavelmente sofreram influéncia dos tratamentos com o
inoculante. Resultado contrario foi observado por Shultz (2012), onde descreve que a
inoculagdo com cinco estirpes de bactérias diazotroficas nos ciclos da cana-planta, cana-soca
e ressoca nao afetou a sintese dos agucares, nao mostrando diferenca entre a inoculagao ¢ as
testemunhas.

A ATR ¢ o parametro, usualmente, utilizado no sistema de pagamento pelas usinas
ao produtor. Entdo hé necessidade sempre de conciliar a produtividade com o elevado teor de
sacarose na colheita. Este indice ¢ importante para Pernambuco, pois quase 80% da produgdo
¢ destinada a fabricacdo de acucar. Segundo a Companhia Nacional de Abastecimento
(CONAB, 2015), os valores de ATR encontrados nesse trabalho sdo superiores a média

nacional, que foi de 131,3 Kg.Mg ™' .colmo para a safra de 2014/2015.
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Tabela 6. Acucar total recuperavel (ATR) de cana-de-agucar, cultivar RB92579, inoculadas
individualmente e em mistura, ou ndo com bactéria diazotroficas endofitica, em trés anos
consecutivos de cultivo na Estacdo Experimental do IPA-Itapirema( Goiana-PE).

ATR (kg.Mg "' .colmos)

Tratamento Cana Planta Soca Ressoca
IPA-CC9 148,99+2 .08 abcB 164,58+7,10 bA 169,21+3,67 abA
IPA-CC33 144,25+4,04 cB 172,58+4,07 abA 163,60+2,51 abA
IPA-CF65 150,19+2,70 abcB 166,01+1,21 abA 169,27+1,00 abA

IPA-CC9 +IPA-CC33
IPA-CC9+IPA-CF65

157,90+1,46 aB
155,23+1,71 abB

166,89+3,00 abA
176,37+0,30 aA

168,19+1,09 abA
166,24+5,55 abA

IPA-CC33+IPA-CF65 150,49::4,77abcB 173,94+2,54 abA 174,3244,16 aA
IPA-CCO+IPA-

CC33+IPA-CF65 154,69+5,27 abcB 170,812,05 abA 166,23+4.21 abAB
EMBRAPA 152,1943,06 abcC 168,94+2,47 abA 160,58+1,27 bB
TN 146,0942,05 bcB 170,9042,37 abA 165,27+1,71 abA
TA 153,6942,24 abcC 172,9041,40 abA 162,90+4,09 bB
CV(%) 3,92

Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna e maiuscula nas linhas para cada pardmetro, ndo diferem
entre si pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade. IPA-CC9 (Herbaspirillum seropedicae), IPA-CC33
(Pseudomonas sp.),IPA-CF65 (Bacillus megaterium), EMBRAPA (BR1140 (Azospirillum amazonense),
BR11175 (H. seropedicae), BR11192 (H. rubrisubalbicans), BR11284 (Gluconacetobacter diazotrophicus) e
BR11364 (Burkholderia tropica); TN (Testemunha nitrogenada- sem inoculacdo e com adubacao nitrogenada);
TA (Testemunha absoluta— sem inoculagdo e sem adubagao nitrogenada).

Estudos sobre a influéncia da inoculacdo em relagdo as caracteristicas tecnologicas
da cana-de-acticar ainda s3o pouco discutidos. Essas diferencas precisam ser melhor
exploradas para melhoria das discussoes futuras, como ja sinalizada por Schultz (2012).

Em todo o Brasil, a cana-de-agucar tem sido remunerada por seus indices qualitativos,
de modo que, quanto melhor a qualidade da matéria prima, maior ¢ o preco pago por tonelada
de colmos (FARIAS et al., 2009). Para os parametros tecnologicos utilizados neste trabalho
foi observado que a inoculagdo com bactérias diazotréficas promoveu ganhos mesmo que nao
significativos.

De uma maneira geral, para o ciclo da cana-planta, tanto as plantas espontaneas
colhidas no experimento, como o girassol coletado no experimento contiguo, apresentaram
valores de '’N maiores que as plantas de cana-de-agucar. Em geral, essas plantas utilizadas
como controle para estimativa da FBN apresentaram enriquecimento maior que 2 %o em
relacdo as canas, atendendo a uma das exigéncias para utilizacdo da técnica de abundancia
natural para estimar a contribui¢do da FBN , como descrito por Hogberg (1997). Nao foi
possivel a coleta das plantas controle em todos os blocos, o que impossibilitou uma
comparagao estatistica entre os sinais das plantas referéncia e os sinais da cana nos diferentes
tratamentos. Entretanto, a analise isotopica da abundancia natural de "’N nas folhas da cana-
de-acticar, aos 11 meses, demonstrou que nao houve diferengas significativas (p>0,05) entre

os tratamentos (Tabela 7).
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A principal restrigio ao uso da metodologia da abundancia natural de "N para
estimativa da FBN em cana-de-agticar ¢ a dificuldade em encontrar uma planta referéncia
apropriada. A planta referéncia ¢ utilizada para estimar o sinal isotopico do N do solo
disponivel para as plantas. Desta forma, ¢ importante selecionar uma planta controle que
explore um volume de solo e absorva nutrientes em num padrdo de tempo semelhante ao da
planta alvo (espécie fixadora), ou seja, ¢ importante que as plantas controle e alvo tenham
fenologias e habitos de crescimento semelhantes (FREITAS et al., 2010). Sendo assim, essa
condicao ¢ dificilmente atendida em estudos com cana-de-agucar. Por essa razao, foram feitas
varias simulac¢des de calculo do % Ndda, utilizando cada espécie referéncia separadamente e

também a média de 8'°N de todas (Tabela 7).

Tabela 7. Valores de 8'°N (%o) de folhas +3 (folhas verde) de cana-de-aclicar, cultivar
RB92579, e de plantas nao fixadoras de N e estimativas da propor¢dao de N derivado da
atmosfera (%Ndda) em cana-de-agiicar inoculada ou ndo com bactérias diazotroficas
endofiticas cultivada na Estacdo Experimental do IPA-Itapirema Goiana-PE), aos 11 meses
apos o plantio durante o ciclo da cana-planta.

TRATAMENTO 8N (%0)" %Ndda' %Ndda® %Ndda® %Ndda’
IPA-CC9 2,64 a 46,08 26,15 54,56 4226
IPA-CC33 2,76 a 43,63 22,80 52,50 39,64
IPA-CF65 2,96 a 39,54 17,20 49,09 35,27
IPA-CC9+IPA-CC33 3,17 a 35,25 11,33 45,44 30,67
IPA-CC9+IPA-CF65 2,78 a 43,22 22,24 52,15 39,20
IPA-CC33+IPA-CF65 2,93 a 40,16 18,04 49,57 35,92
IPA-CC9+IPA-CC33+IPA-CF65 2,48 a 49,35 30,63 57,31 45,76
EMBRAPA 341 a 30,35 4,62 41,31 25,42
N 2,58 a 47,30 27,83 55,59 43,58
TA 2,49 a 49,14 30,35 57,14 45,54
Jurubeba (Solanum paniculatum) - Solanaceae 4,90 - - - -
Xanana (Tumera ulmifolia) - Tumeraceae- 3,58 - - - -
Girassol (Helianthus annuus) - Asteraceae 5,81 - - - -
?V 27,12 %

Médias seguidas pela mesma letra mintscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de
probabilidade.

! Calculado utilizando S. paniculatum como planta referéncia
% Calculado utilizando 7' ulmifolia como planta referéncia

3 Calculado utilizando girassol como planta referéncia

* Calculado utilizando a média das referéncias

Os valores de 8'°N nas plantas controle variaram entre 3,58 e 5,81 %o, que sdo
valores tipicos para plantas ndo fixadoras em solos da Zona da Mata de Pernambuco

(FREITAS et al, 2015). Comparando os valores de 8'°N da cana-de-agucar com os valores de
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Tumera ulmifolia, verifica-se que a contribuicdo da FBN variou entre 4,6%, para as canas que
receberam inocula¢do com o coquetel da EMBRAPA, a 30,63% para aquelas que receberam a
triplice inoculacao (tratamento, IPA-CCO9+IPPA-CC33+IPACF65). Utilizando o girassol
como referéncia, as estimativas da FBN na cana sdao mais elevadas, variando entre 41,31 % a
57,31 %. As simulagdes utilizando como planta referéncia Solanum paniculatum, assim como
utilizando a média de todas as referéncias se situaram entre esses valores extremos. Nenhuma
das espécies referéncia ¢ graminea, significando que apresentam um sistema radicular
bastante diferente do sistema de raizes fasciculadas da cana-de-acucar, explorando de maneira
diferenciada o solo e podendo apresentar sinal isotopico que ndo representa exatamente o
sinal do N do solo disponivel para a cana. Além disso, sdo espécies que ndo apresentam ciclo
de vida tdo longo quanto a cana. Esses fatos podem ocasionar que as estimativas de % Ndda
apresentadas estejam subestimando a FBN na cana, ja que essa espécie deve estar explorando
camadas de solo mais profundas que as espécies referéncia e essas camadas sdo enriquecidas
isotopicamente (MARTINELLI et al., 2009). E provavel que as simulagdes utilizando o
girassol se aproximem mais do valor real da contribuicao da FBN para a nutri¢ao nitrogenada
da cana, pois essa espécie ¢ a que tem o0 maior porte e raizes mais profundas.

Mesmo utilizando os valores de %Ndda obtidos da média das plantas referéncia, que
podem ser considerados bastante conservadores, observa-se que os mesmos estdo dentro da
faixa de valores comumente relatados para a cana-de-aglicar cultivada no Brasil, que se
situram em torno de 40 % (XAVIER, 2006). Mesmo sem diferenca estatistica entre os
tratamentos, ¢ bastante consistente o comportamento das plantas inoculadas com o coquetel
I[PA-CC9+IPPA-CC33+IPACF65, que apresentou os maiores valores de FBN, e daquelas
inoculadas com o coquetel da EMBRAPA, com as menores contribui¢cdes de N atmosférico.
Além disso, mais uma vez a cana se mostrou insensivel a adubacao nitrogenada, que, se por
um lado nao propiciou melhor desenvolvimento da planta, por outro também ndo afetou

negativamente a atividade diazotroficas das bactérias associadas.
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4 CONCLUSOES

A estirpe [PA-CC33 (Pseudomonas sp.) promoveu aumento significativo no
diametro do colmo, para cana-ressoca.

A dupla inoculagdo com o tratamento IPA-CC9+IPACF-65 (Herbaspirillum
seropedicae + Bacillus megaterium) promoveu ganhos significativos para o rendimento de
acglcar na cana-ressoca.

O tratamento IPA-CF65 (Bacillus megaterium), promoveu os maiores ganhos de
produtividade nos trés cultivos (cana-planta, cana-soca e cana-ressoca), apesar de nao diferir
estatisticamente dos outros tratamentos. Esse incremento na produtividade na cultura da
cana-de-aglicar pode representar uma economia significante para o produtor, assim como
trazendo beneficios ao meio ambiente.

A dose de 60 kg.ha! de N aplicada do fertilizante nitrogenado ndo contribuiu na
otimizagdo da cana em nenhum parametro avaliado, inferindo baixo custo econdmico e
ecoldgico com a aplicagdo dos inoculantes bacterianos.

Os aumentos de rendimentos observados na cana-soca apos inoculagdo pode estar
associado aos diferentes efeitos de promog¢do de crescimento sobre o sistema radicular da
cultura

Os valores de agucar total recuperavel (ATR) encontrados foi superior a média
nacional (131,3 Kg.Mg™'.colmo) para a safra de 2014/2015.

Futuras pesquisas deverdo ser realizadas para avaliar o efeito dessas bactérias
diazotroficas endofiticas em combinacdo com outros genotipos de cana-de-agucar. Isso
propiciard bactérias candidatas para a formulagdo de inoculantes microbianos e uma melhor

compreensdo das inter-relagdes solo-planta-bactérias.



139

5 REFERENCIAS

ALVAREZ, A. A.; CASTRO, P. R. C. Crescimento da parte aérea de cana crua e queimada.
Scientia Agricola, v.56, n.4, p.1069-1079, suplemento, 1999.

BALASUBRAMANIAN, V.; ALVES, B.; AULAKH, M.; BEKUNDA, M.; CAIlL Z.;
DRINKWATER, L.; MUGENDI, D.; KESSEL, C. VAN; OENEMA O. Crop, environmental,
and management factors affecting nitrogen use efficiency. In: MOSIER, A.R.; SYERS, J.K.;
FRENEY, J. (Ed.). Agriculture and the nitrogen cycle. Washington: Scientific Committee
on Problems of the Environment, p.19-33, 2004.

BALDANI, J.I.; REIS, V.M.; VIDEIRA, S.S.; BODDEY, L.H.; BALDANI, V.L.D. The art
of isolating nitrogen-fixing bacteria from non-leguminous plants using N-free semi-solid
media: a practical guide for microbiologists. Plant and Soil, v.384, p.413-431, 2014.

BALDANI, J. I.; CARUSO, L.; BALDANI, V.L.D.; GOI, S.R.; DOBEREINER, J. Recent
advances in BNF with non-legume plants. Seil Biol Biochem, v. 29, p.911-922, 1997.

BALDANI, J.I; TEIXEIRA, K.R.S.; SCHWAB, S.; OLIVARES, F.L.; HEMERLY, A.S;
URQUIAGA, S.; REIS, V.M.; NOGUEIRA, E.M.; ARAUJO, J.L.S.; BALDOTTO, L.E. B;
SOARES, L.H.B.; VINAGRE, F.; BALDANI, V.L.D.; CARVALHO, T.L.G.; ALVES,
B.J.R.; JAMES, E.K.; JANTALIA, C.P.; FERREIRA, P.C.G.; VIDAL, M.S.; BODDEY,
R.M. Fixacdo biologica de nitrogénio em plantas da familia da Poaceae (antiga Gramineae).
In: RIBEIRO, M.R.; NASCIMENTO, C.W.; RIBEIRO FILHO, M.R.; CANTALICE, J.R.B.,
eds. Topicos em ciéncia do solo. Vicosa, MG, Sociedade Brasileira de Ciéncia do Solo, v.6,
p.203-271, 2009.

BAPTISTA, R.B.; DE MORAIS, R. F.; LEITE, JM.; SCHULTZ, N.; ALVES, B.J. R;;
BOBBEY,R.M.; URQUIAGA, S. Variations in the 15N natural abundance of plant-available
N with soil depth: Their influence on estimates of contributions of biological N2 fixation to
sugar cane. Applied Soil Ecology, v.73, p.124-129, 2014.

BARBOSA, G. V. S.; SOUSA, A. J. R.;; ROCHA, A. M. C.; SANTOS, A. V. P.; BARRETO,
C. G. R.; MOURA FILHO, E. J. S.; SOUZA, G. J. L.; FERREIRA, J. L. C.; SOARES, L.;
CRUZ, M. M.; FERREIRA, P. V.; SILVA, W. C. M. Trés novas variedades RB de canade-
acucar. Boletim Técnico, PMGCA, n. 2, Alagoas, 2003, 18 p.

BENEDUZI, A.; MOREIRA, F.; COSTA, P. B.; VARGAS, L. K.; LISBOA, B. B
FAVRETO, R.; BALDANI, J. I.; PASSAGLIA, L.M.P. Diversity and plant growth promoting
evaluation abilities of bacteria isolated from sugarcane cultivated in the South of Brazil.
Applied Soil Ecolog, v.63, p.94—-104, 2013.

BODDEY, R. M.; URQUIAGA, S.; ALVES, B.J.R.; REIS, V. Endophytic nitrogen fixation
in sugarcane: present knowledge and future applications. Plant and Soil, v. 252, p. 139-149,
2004.

BODDEY, R.M.; POLIDORO, J.C.; RESENDE, A.S.; ALVES, B.J.R.; URQUIAGA, S. Use
of 15N natural abundance technique for the quantification of the contribution of N2 fixation



140

to sugar cane and others grasses. Australian Journal of Agricultural Research, Victoria,
v.28, p.889-895, 2001.

BOLOGNA-CAMPBELL, I. Balan¢o de nitrogénio e enxofre no sistema solocana- de-
acucar no ciclo de cana-planta. 2007. 112 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) - Centro de
Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sdo Paulo, Piracicicaba, 2007.

FARIAS, C.H.A.; FERNANDES,P.D.;. GHEYI, H.R; NETO J.D. Qualidade industrial de
cana-de-agticar sob irrigacdo e adubacdo com zinco, em Tabuleiro Costeiro paraibano.
Revista Brasileira de Engenharia Agricola e Ambiental. v.13, n.4, p.419-428, 2009

CAVALCANTI F. J. A. (Coord.). Recomendacées de adubacido para o Estado de
Pernambuco: 2* aproximagao. 3 ed. Recife: Instituto Agrondmico de Pernambuco- IPA, 212
p, 2008.

CESNIK, R.; MIOCQUE, J. Melhoramento da Cana-de-agticar. Brasilia, DF: Embrapa
Informagao Tecnolodgica, 2004, 307p.

CHAVES, V. A.; SANTOS, S.G.; SCHULTZ, N.; PEREIRA, W.; SOUSA, J. S,
MONTEIRO, R.C.; REIS, V. M. Desenvolvimento inicial de duas variedades de cana-de-
¢ucar inoculadas com bactérias diazotréficas. Revista Brasileira de Ciéncia do Solo, v.39, p
1595-1602, 2015.

CLEYET-MAREL, J.C.; LARCHER, M.; BERTRAND, H.; RAPIOR, S.; PINOCHET, X.
Plant growth enhancement by rhizobacteria. In: Morot-Gaudry J.F (ed.) Nitrogen
assimilation by plants. Physiological, biochemical and molecular aspects. Plymouth: Science
Publishers, 184-197p, 2001.

COMPANT, S.S.; CLEMENT, C.; SESSITSCH, A.. Plant growth-promoting bacteria in the
rhizo- and endosphere of plants: Their role, colonization, mechanisms involved and prospects
for utilization. Soil Biology & Biochemistry, v.42, p.669-678, 2010.

CONAB. COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO. Acompanhamento da
safra brasileira de cana-de-aciicar. Disponivel em: <http://www.conab.gov.br/> Acesso em:
17 dezembro de 2015.

CONSECANA. Conselho dos produtores de cana-de-actcar, agucar e alcool do estado de Sao
Paulo. Manual de instrugdes. Sed. Consecana-SP, Piracicaba, 112p, 2006.

DOBBELAERE, S.; VANDERLEYDEN, J.; OKON, Y. Plant growth-promoting effects of
diazotrophs in the rhizosphere. Critical Reviews in Plant Sciences, v. 22, n. 2, p. 107 — 149,
2003.

EMBRAPA. Centro Nacional de Pesquisa de Solos (Rio de Janeiro, RJ). Sistema Brasileiro
de Classificacado de Solos. Brasilia: Embrapa Producdo da Informacdo; Rio de Janeiro:
Embrapa Solos, 1999, 412p.

EMBRAPA. Centro Nacional de Pesquisa de Solos (Rio de Janeiro, RJ). Manual de Métodos
de Analise de Solo. 2 ed. Rio de Janeiro: Embrapa Solos, 1997, 212p.



141

FERNANDES, A. C. Aqtorizagﬁo da colheita da cana-de-agucar. In. SEMANA DE
FERMENTACAO ALCOOLICA “JAIME ROCHA DE ALMEIDA”, Anais. Piracicaba:
Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, Universidade de Sao Paulo, p.12-21, 1985

FIGUEIREDO, M. V. B.; ANTUNES, J.E.L. ; RODRIGUES, A. C. ; GOUVEIA, C. K. ;
MORAES, R. L. C. DE ; OLIVEIRA, JOSE DE PAULA ; et. al. Fixacdo bioldgica de
nitrogénio (FBN): bactérias diazotréficas para uma agricultura sustentavel. In: FIGUEIREDO,
M. V. B.; GOMES, EEW.F. ; ROSA, R. C. T. et al. (Org.). Manual de praticas
laboratoriais: um guia para pesquisa. led. Recife: CCS Gréfica e Editora, v. 1, p. 33-88,
2013.

FRANCO, H.C.J.; OTTO, R.; FARONI, C.E.; VITTL, A.C.; OLIVEIRA, E.C.A.; TRIVELIN,
P.C.O. Nitrogen in sugarcane derived from fertilizer under Brazilian field conditions. Field
Crops Research, v. 121, p. 29-41, 2011.

FRANCO, H.C.J.; TRIVELIN, P.C.O.; FARONI, C.E.; VITTI, A.C.; OTTO, R.
Aproveitamento pela cana-de-acucar da adubacdo nitrogenada de plantio. Revista Brasileira
de Ciéncia do Solo, n. especial, p. 2763-2770, 2008.

FREITAS, A.D. S., SAMPAIO, E.V.S.B., SANTOS, C.E.R.S. Abundancia natural do °N
para quantificacdo da fixacdo biologica do nitrogénio em plantas, in: Figueiredo, M.V .B.,
Burity, H.M., Oliveira, J.P., Santos, C.E.R.S, Stamford, N.P. (Eds.), Biotecnologia Aplicada
a Agricultura - Textos de Apoio e Protocolos Experimentais. Embrapa Informacao
Tecnoldgica; Instituto Agrondmico de Pernambuco (IPA), Brasilia, 2010, 505-517p.

FREITAS, A.D.S.; SAMPAIO, E. V. S. B.; RAMOS, A. P. S.; BARBOSA, M. R. V.; LYRA,
R. P.; ARAUJO, E. L. Nitrogen isotopic patterns in tropical forests along a rainfall gradient in
Northeast Brazil. Plant and Soil, v.391, p.109-122, 2015.

HOGBERG, P. "N natural abundance in soil-plant systems. New Phytologist, v.137, p.179-
203, 1997.

LANDELL, M. G. A.; SILVA, M. A. As estratégias de selecdo da cana em desenvolvimento
no Brasil. Visao agricola. Piracicaba: USP - Esalq, v.jan.-jun., 2004, 18-23p.

LANDELL, M. G. A.; SILVA, M. A. Manual do experimentador: melhoramento da cana-
de-acucar. In: Metodologia de Experimentacido: ensaios de competicio em cana-de-
acucar. Pindorama: Instituto Agronémico, 1995.

LAVANHOLI, M. G. D. P. Qualidade da cana-de-ag¢ticar como materia-prima para producao
de acucar e alcool. In: DINARDO-MIRANDA, L. L. D.; VASCONCELOS, A. C. M,;
LANDELL, M. G. A. (Ed.). Canade-acucar. Campinas: Instituto Agronémico, p. 697-722,
2008.

LIMA, R.C.; KOZUSNY-ANDREANI, D. I.; JUNIOR, R.A.; FONSECA, L. Caracterizacao
Fenotipica de Bactérias Diazotroficas Endofiticas Isoladas de Cana de Acgucar. Revista
Facultad Nacional de Agronomia, Medellin, v.64, p.5803-5813, 2011.

LUGTENBERG, B., KAMILOVA, F. Plant-growth-promoting rhizobacteria. Annual
Review of Microbiology, v. 63: p.541-556. 2009



142

MARTINELLI, L.A.; OMETTO, J.P.H.B.; FERRAZ, E.S.; VICTORIA, R.L.; CAMARGO,
P.B.; MOREIRA, M.Z. Desvendando Questoes Ambientais com Is6topos Estaveis. Oficina
de Textos. 2009, 114p.

MORAIS, R. F.; QUESADA, D. M.; REIS, V. M.; URQUIAGA, S.; ALVES, B. J. R;
BODDEY, R. M. Contribution of biological nitrogen fixation to Elephant grass (Pennisetum
purpureum Schum.). Plant and Soil, v.349, p.1-12, 2012.

MUTHUKUMARASAMY, R.; REVATHI. Diazotrophic associations in sugar cane
cultivation in South India. Tropical Agriculture, v. 76, n.3, p. 171-178, 1999.

NOGUEIRA, A. R. A.; SOUZA, G. B. Manual de laboratério: solo, agua, nutriciao
vegetal, nutricio animal e alimentos. Sio Carlos-SP: Embrapa Pecuaria Sudeste, 2005,
p.313.

NUNES JUNIOR, D.; PINTO, R.S.A.; TRENTO, F.E.; ELIAS, A.l. Indicadores agricolas
do setor canavieiro: safra 2003/2004. Ribeirdo Preto: Idea, 2005. 111p.

OLIVEIRA, A. L. M. Inoculag¢ao de bactérias diazotroficas endofiticas em duas
variedades de cana-de-agiicar sob condicées de campo. 2003,123 f. Tese (Doutorado em
Agronomia-Ciéncia do Solo), UFRRJ — Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.
Seropédica, 2003.

OLIVEIRA, A. L. M.; CANUTO, E.L.; URQUIAGA, S.; REIS, V.M.; BALDANI, J.I. Yield
of micropropagated sugarcane varieties in different soil types following inoculation with
diazotrophic bacteria. Plant and Soil, v. 284, p.23-32, 2006.

OLIVEIRA, A.LM.; CANUTO, E.D.; REIS, V.M.; BALDANI, J.I. Response of
micropropagated sugarcane varieties to inoculation with endophytic diazotrophic bacteria.
Brazilian Journal of Microbiology, v.34, p.59-61, 2003.

OLIVEIRA, A.LM.; URQUIAGA, S.; DOBEREINER, J.; BALDANI, J.I. The effect of
inoculating endophytic N,-fixing bacteria on micropropagated sugarcane plants. Plant and
Seil, v.242, n.2, p.205-215, 2002.

OLIVEIRA, R.A.; DAROS, E.; ZAMBON, J.L.C.; WEBER, H.; IDO, O.T.; BESPALHOK-
FILHO, J.C.; ZUFFELLATO-RIBAS, K.C.; SILVA, D.K.T. Area foliar em trés cultivares de
cana-de-agliicar e sua correlagdo com a producdo de biomassa. Pesquisa Agropecudria
Tropical, v.37,n.2, p.71-76, 2007.

OLIVER, R. Interacido entre bactérias diazotroficas e doses de n-fertilizante na cultura
da cana-de-acucar.2014, 61f .Dissertagdo, (Mestrado em Agronomia) Faculdade de Ciéncias
Agronomicas da UNESP. Sao Paulo. Botucatu, 2014.

ORLANDO FILHO, J.; HAAG, H.P.; ZAMBELLO JR, E. Crescimento ¢ absor¢cdao de
macronutrientes pela cana-de-aglcar, variedade CB 41-76 em fun¢do de idade em solos do
Estado de Sao Paulo. Boletim Técnico Planalsucar, Piracicaba, v.2, n.1, p.1-128, 1980.



143

PEREIRA, W. Produtividade e Qualidade Tecnolégica da Cana-de-a¢icar Inoculada
com Bactérias Diazotroficas. 2011. 70f. Dissertacdo (Mestrado em agronomia). UFRRJ. Rio
de Janeiro. Seropedica, 2011

PEREIRA, W.; LEITE, J.M.; HIPOLITO, G.S.; SANTOS, C.L.R.; REIS, V.M. Acumulo de
biomassa em variedades de cana-de-agucar inoculadas com diferentes estirpes de bactérias
diazotroficas. Revista Ciéncia Agronémica, v.44, n.2, p.363-370,2013.

REIS JUNIOR, F. B., SILVA, L. G. da, REIS, V. M., DOBEREINER, J. Ocorréncia de
Bactérias Diazotroficas em diferentes Genoétipos de cana-de-aguicar. Pesquisa Agropecuaria
Brasileira, Brasilia, v.35, n.5, p. 985-994, 2000.

REIS, V. M.; BALDANI, J. I.; URQUIAGA, S. Recomendac¢io de uma mistura de estirpes
de cinco bactérias fixadoras de nitrogénio para inoculacio de cana de agucar.
Seropédica, Embrapa Agrobiologia, 2009b. 4p. (Circular Técnica 30).

REIS, V. M.; OLIVEIRA, A. L. M.; BALDANI V. L. D.; OLIVARES, F. L.; BALDANI, J.
I. Fixacdo bioldgica de nitrogénio simbidtica e associativa. In: FERNANDES, M. S. (Org.)
Nutricao mineral de plantas. Vigosa: Sociedade Brasileira de Ciéncia do Solo, 2006. Cap. 6,
p. 153-174.

RODRIGUES NETO, J.; MALAVOLTA JUNIOR, V. A.; VICTOR, O. Meio simples para o
isolamento e cultivo de Xanthomonas campestris pv. citri tipo B. Summa Phytopathologica,
Campinas, v. 12, n. 1-2, p. 16, 1986.

ROSSETTO, R.; CANTARELLA, H.; DIAS, F.L.F.; VITTL, A.C.; TAVARES, S. Canade-
acucar. In: PROCHNOW, L.I.; CASARIN, V.; STIPP, S.R. Boas praticas para uso eficientes
de fertilizantes. Piracicaba: International Plant Nutrition Institute, p. 161-230, 2010.

SARAVANAN, V.S.; MADHAIYAN, M. & THANGARAIJU, M. Solubilization of zinc
compounds by the diazotrophic, plant growth promoting bacterium Gluconacetobacter
diazotrophicus. Chemosphere, v.66, p.1794-1798, 2007.

SARTORI, R.H. Eficiéncia do uso de nitrogénio e enxofre pela cana-de-acicar (primeira
e segunda rebrota) em sistema conservacionista (sem queima). 2010. 112 f. Tese
(Doutorado em Ciéncias) - Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao
Paulo, Piracicicaba, 2010.

SAS Institute. User’s guide, version 8.02, TS level 2MO. SAS Institute Inc., Cary, NC. 2001.

SCHULTZ, N. Fixacio Bioldgica de nitrogénio associada a cultura de cana de agtcar:
eficiéncia e contribuicdo da inoculacio com bactérias diazotroficas. 2012. 119f. Tese
(Doutorado em Agronomia Ciéncia do solo). Instituto de Agronomia, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, 2012.

SCHULTZ, N.; MORALIS, R.F.; SILVA, J.A.; BAPTISTA, R.B.; OLIVEIRA, R.P.; LEITE,
JM.; PEREIRA, W.; CARNEIRO JUNIOR, J.B.; ALVES, B.J.R.;, BALDANIL J.IL;
BODDEY, R.M.; URQUIAGA, S.; REIS, V.M. Avaliacdo agronomica de variedades de
cana-de-agticar inoculadas com bactérias diazotroficas e adubadas com nitrogénio. Pesquisa
Agropecuaria Brasileira, v.47, n.2, p.261- 268, 2012.



144

SCHULTZ, N.; SILVA, J. A.; SOUSA, J. S.; MONTEIRO, R. C.; OLIVEIRA, R. P
CHAVES, V. A.; PEREIRA, W.; SILVA, M. F. DA; BALDANI, J. 1.; BODDEY, R. M_;
REIS, V. M.; URQUIAGA, S. Inoculation of sugarcane with diazotrophic bacteria. Revista
Brasileira de Ciéncias do Solo, v.38, n.2, p. 407-414, 2014.

SHEARER, G.; KOHL, D.H. N,-Fixation in Field Settings - Estimations Based on Natural
N-15 Abundance. Australian Journal of Plant Physiology, v.13, n.6, p.699-756, 1986.

SHUKLA, S.K.; YADAV, R.L.; SUMAN, A.; SINGH, P.N. Improving rhizospheric
environment and sugarcane ratoon yield through bioagents amended farm yard manure in udic
ustochrept soil. Soil and Tillage Research, v.99, p.158-168, 2008.

SILVA, M. F.; OLIVEIRA, P. J.; XAVIER, G. R.; RUMJANEK, N. G.; REIS, V. M.
Inoculantes formulados com polimeros e bactérias endofiticas para a cultura da cana-de-
acucar. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, n. 11, p. 1437-1443, 2009.

SIMOES NETO, D. E.; MELO, L. J.O. T. Lancamentos de novas variedades RB de cana-
de-acucar. Recife: UFRPE, Impressa Universitaria, 2005. 28p.

SOUZA, S.R.; DAROS, E.; FRAGOSO, R. B.; RUARO,L. Efeito de bactérias diazotroficas
nos componentes de producdo de cana-de-agucar infectadas pelo raquitismo das soqueiras.
Journal of Biotechnology and Biodiversity, v.2, n.4, p.21-27, 2011.

SPAEPEN, S.; VANDERLEYDEN, J.; OKON, Y. Plant Growth-Promoting Actions of
Rhizobacteria. Advances in Botanical Research v.51, p. 283-320, 2009.

SUMAN, A.; SHASANY, A.K.; SINGH, M.; SHAHI, H.N.; GAUR, A.; KHANUIJA, S.P.S.
Molecular assessment of diversity among endophytic diazotrophs isolated from subtropical
Indian sugarcane. World Journal of Microbiology and Biotechnology, v.17, p.39-45, 2001.

URQUIAGA, S.; CRUZ, K.H.S.; BODDEY, R.M. Contribution of Nitrogen Fixation to Sugar
Cane: Nitrogen-15 and Nitrogen-Balance Estimates. Soil Science Society of America
Journal, v.56, p.105-114, 1992

URQUIAGA, S.;XAVIER, R.P.; MORAIS, R.F.; BATISTA, R.B.;SCHULTZ, N.; LEITE,
JM.; SA, JM.; BARBOSA, K.P.; RESENDE, A.S.; ALVES, B.J.R.; BODDEY, RM.
Evidence from field nitrogen balance and '>N natural abundance data for the contribution of
biological N, fixation to Brazilian sugarcane varieties. Plant and Soil, v.356, p.5-21, 2012

VIDEIRA, S.S.; OLIVEIRA, D.M.; MORAIS, R.F.; BORGES, W.L.; BALDANI, V.L.D.;
BALDANI, J.I. Genetic diversity and plant growth promoting traits of diazotrophic bacteria
isolated from two Pennisetum purpureum Schum. genotypes grown in the field. Plant and
Seil, v.356, p.51-66, 2012.

XAVIER, R. P.. Contribuicio da Fixacdo Biolégica de Nitrogénio na Producio
Sustentavel da Cultura de Cana-de-Acucar. Tese 2006,83f. ( Doutorado em Fitotecnia)
Instituto De Agronomia, UFRR. Rio de Janeiro, Seropédica 2006.



APENDICE A — Local de isolamento, meio de cultura utilizado no isolamento, meio de
purificacdo e tempo de crescimento dos isolados bacterianos de cana-de-actcar.

APENDICES

. Local de . Meio de Tempo de
Isolado 1solament9 Meio de Purificacdo — Crescimento
C = colmo; cultura
F = folha (pH) (horas)
IPA-CC1A C JNFb Batata — 6,73 48h
IPA-CCI1B C JNFb Batata — 6,73 48h
IPA-CC3A C JNFb Batata — 6,74 48h
IPA-CC3B C JNFb Batata — 6,73 24h
IPA-CC4 C JNFb Batata — 6,73 24h
IPA-CC6 C JNFb Batata — 6,73 48h
IPA-CC7 C JNFb Batata — 6,73 24h
IPA-CCS8 C JNFb Batata — 6,73 24h
IPA-CC9 C JNFb Batata — 6,73 24h
IPA-CCI10 C JNFb Batata — 6,73 72h
IPA-CC11 C JNFb Batata — 6,73 48h
IPA-CF13A F JNFb Batata — 6,73 72h
IPA-CF14 F JNFb Batata — 6,73 24h
IPA-CF16 F JNFb Batata — 6,73 24h
IPA-CF18 F JNFb Batata — 6,73 72h
IPA-CF19 F JNFb Batata — 6,73 96h
IPA-CF20 F JNFb Batata — 6,73 24h
IPA-CF21 F JNFb Batata — 6,73 24h
IPA-CC22A C NFb Batata — 6,73 48h
IPA-CC22B C NFb Batata — 6,73 24h
IPA-CC23 C NFb Batata — 6,73 24h
IPA-CC24 C NFb Batata — 6,73 24h
IPA-CC25 C NFb Batata — 6,73 24h
IPA-CC26 C NFb Batata — 6,73 24h
IPA-CC27 C NFb Batata — 6,73 48h
IPA-CC28 C NFb Batata — 6,73 48h
IPA-CC29 C NFb Batata — 6,73 24h
IPA-CC30B C NFb Batata — 6,73 24h
IPA-CC30C C NFb Batata — 6,73 24h
IPA-CC31 C NFb Batata — 6,73 48h
IPA-CC32 C NFb Batata — 6,73 24h
IPA-CC33 C NFb Batata — 6,73 48h
IPA-CC34 C NFb Batata — 6,73 48h
IPA-CC35 C NFb Batata — 6,73 24h
IPA-CC36 C NFb Batata — 6,73 168h
IPA-CC37 C NFb Batata — 6,73 48h
IPA-CC38 C NFb Batata — 6,73 96h
IPA-CF39 F NFb Batata — 6,73 24h
IPA-CF41 F NFb Batata — 6,73 24h

continua...
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Local de

. . Meio de Tempo de
Isolado 1solament9 Meio de Purificacio — Crescimento
C = colmo; cultura (pH) (horas)
F = folha P
IPA-CF42 F NFb Batata — 6,73 24h
IPA-CF43 F NFb Batata — 6,73 24h
IPA-CF44 F NFb Batata — 6,73 48h
IPA-CF45A F NFb Batata — 6,73 48h
IPA-CF45B F NFb Batata — 6,74 48h
IPA-CF46 F NFb Batata — 6,73 24h
IPA-CF47 F NFb Batata — 6,73 24h
IPA-CF48 F NFb Batata — 6,73 24h
IPA-CC49 C LGI-P Batata-P — 5,5 24h
IPA-CC51 C LGI-P Batata-P — 5,5 24h
IPA-CC52 C LGI-P Batata-P — 5,5 24h
IPA-CC55 C LGI-P Batata-P — 5,5 48h
IPA-CC56 C LGI-P Batata-P — 5,5 24h
IPA-CF61 F LGI-P Batata-P — 5,5 48h
IPA-CF62 F LGI-P Batata-P — 5,5 216h
IPA-CF65 F LGI-P Batata-P — 5,5 24h
IPA-CF66 F NFb Batata — 6,73 24h
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APENDICE B — Teste de Urease — APENDICE C - Teste de Protease —

Presenga de halo réseo ao redor da Presenca de halo transparente ao redor

colonia, indica a positividade do teste. da colonia indica a positividade do
teste.

APENDICE D — Teste de Amilase — APENDICE E — Teste de Lipase —
Presenca de halo transparente ao redor Presenca de halo transparente ao redor
da colonia, apds revelagdo com lugol, da col6nia, indica teste positivo.

indica teste positivo.

y H2

APENDICE F — Teste de degradagio APENDICE G - Teste de
da Quitina — Presenga de halo solubilizagdo do fosfato. Presenca de
transparente ao redor da coldnia, halo transparente ao redor das colonias

indica teste positivo. indica teste positivo.



APENDICE H - Teste de sideréforo. =~ APENDICE I — Teste de AHL . Presenca
Presenca de halo amarelo ao redor da de halo azul ao redor do pogo contendo o
colonia, indica teste positivo. isolado, indica teste positivo.

APENDICE J - Teste de catalase, a APENDICE K - Teste de gelatinase. Para
formagdo de bolhas no detalhe da foto os dois primeiros tubos, teste negativo,
indica teste positivo. para o ultimo tubo no inferior da figura,

teste positivo.
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29m

Bloco 4

Bloco 2»

Bloco 1»

APENDICE L — Vista do local do experimento de

campo. Estacdo Experimental de Itapirema do Instituto

Agrondmico de Pernambuco, Goiana-PE. Fonte Google
«  Earth.

z%; %—m
CROQUI COM SORTEIO DAS PARCELAS

98m

. IPA-CC9 (Herbaspirilluin seropedicae): 7. Mistura: IPA-CC9 + IPA-CC33 + IPA-CF65 (H.seropedicae +
. TPA-CC33 (Psendomonas sp.): Pseudomonas sp. + B. megaterium).
IPA-CF65 (Bacilius megareriumy; 8. Mistura EMBRAPA: Azospirillum ainazonense (BR1140), H.
. Mistura: IPA-CC9 + IPA -CC33 (H. seropedicae + seropedicae (BR11175), H. rubrisubalbicans (BR11192),
Psendomonas sp.): Gluconacerobacter diazotrophicus (BR11284), Burkholderia
. Mistura: [PA-CC9 + TPA-CF65 (H. seropedicae + B. fropica (BR11364); _
megaterium); 9 T\ (testemunha nitrogenada) — sem inoculacio e com adubacio
Mistura: IPA-CC33 + IPA-CF65 (Pseudomonas sp.+ B. nitrogenada
megaterium): 10. TA (testemunha absoluta) — sem inocula¢do e sem adubagio
nitrogenada.

APENDICE M - Croqui do experimento, mostrando os blocos e os dez
tratamentos, totalizando 40 parcelas.
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APENDICE N - Area a ser implantada o experimento(a); marcagao
dos tratamentos(b); toletes sementes com 3 a 5 gemas para serem
plantados(c); aplicagao do inoculante turfoso na agua para inocular a
cana-de-agtcar(d)(e); toletes em sacos de rafias mergulhados nos oitos
tratamentos contendo inoculantes, cada tratamento em um
reservatorio(f).
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APENDICE O - Distribuicio dos toletes de cana-de-agtcar inoculada
nos tratamentos(a); toletes de cana-de-agucar sendo cobertos apds o
semeio (b); vista do experimento aos 31 dias apods o plantio (DAP)(c);
vista do experimento aos 90 DAP(d); vista do experimento aos 150
DAP(e); vista do experimento aos 240 DAP(Y).
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BLOCO 4 BLOCO 3 BLOCO 2 BLOCO1

APENDICE P — Visio do experimento aos 8 meses. A — cana-planta; B-cana-soca; C —
cana-ressoca.

APENDICE Q — Visio lateral do bloco 4 aos 10meses para cana planta.
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APENDICE R — Coleta de cana-planta aos 11 meses apds o plantio(a);
peso das folhas verdes/ponteiro (b); corte dos colmos(c); pesagem dos
colmos(d); inoculante liquido(e); reinoculacao da soqueria, com inoculante
liquido, com ajuda de um pulverizador manual com jato direcionado no
corte do colmo (f).
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