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RESUMO

A cana-de-aclcar é uma graminea de grande relevancia para a economia
brasileira. O dinitrogénio (N2) apesar de ser um gas abundante na atmosfera terrestre,
em sua forma molecular esse gas se encontra indisponivel para plantas e animais. O uso
de fertilizantes nitrogenados € uma opc¢do para enriquecimento de solos pobres em
nitrogénio. Outra maneira do N, ser ofertado as plantas é através da associagcdo com
bactérias fixadoras de nitrogénio, a qual sdo denominadas bactérias diazotréficas. Sendo
assim, este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar a interacdo entre plantas de
cana-de-acgucar e a bactéria diazotrofica Gluconacetobacter diazotrophicus na presenca
de diferentes fontes e concentracdes de fertilizante nitrogenado, visando uma maior
eficiéncia do uso do nitrogénio. O projeto foi realizado em cinco etapas como cultura da
bactéria diazotréfica G. diazotrophicus, cultivo in vitro de cana-de-acUcar, cultivo
hidrop6nico de cana-de-acucar, tratamento com diferentes fontes de N (NOz e NHy) e
concentragOes: baixo N (0,5 mM) e alto N (5mM), e contagem do nimero de bactérias
G. diazotrophicus pelo método do Numero Mais Provavel através da tabela de
MCCrandy. Ao longo do trabalho, o processo de obtencdo da cultura de tecido in vitro
de cana-de-agucar cv. SP70-1143 foi realizado com éxito, como também a inoculacéo
de plantulas de cana-de-aclcar com a bactéria endofitica G. diazotrophicus cultivadas
em quatro condicOes distintas de fertilizantes quimicos nitrogenados. Os resultados em
relacdo a avaliacdo da contribuicdo da bactéria endofitica G. diazotrophicus para o
desenvolvimento vegetal e a avaliagdo do efeito da concentracdo do fertilizante quimico
nitrogenado na taxa de colonizacdo interna desta mesma bactéria ndo foram

satisfatorios.

Palavras-chave:  Bactéria  diazotrofica, cana-de-aclcar,  Gluconacetobacter

diazotrophicus, fixacdo biologica de nitrogénio, nitrogénio.



ABSTRACT

Sugarcane is a graminaceous plant of great economical importance to Brazil.
Although dinitrogen (N2) is an abundant gas in the earth atmosphere, its molecular form
is not ready available to plants and animals. The use of nitrogen fertilizers is an
alternative to enrich N poor soils. Another alternative to deliver N2 to plants is via
association with nitrogen fixing bacteria known as diazotrophics. Here the objective is
to evaluate the interaction between sugarcane plants and the diazotrophic bacterium
Gluconacetobacter diazotrophicus in the presence of different sources and
concentrations of nitrogen fertilizers to improve the nitrogen use efficiency. The project
was conducted in 5 phases with culture of diazotrophic bacterium G. diazotrophicus, in
vitro growth of sugarcane plants, hydroponic growth, treatments with different source of
N (NOz and NHg4) and concentrations low N (0,5 mM) and high N (5 mM), and
counting of G. diazotrophicus cells by the most probable number approach using the
MCCrandy's table. Sugarcane plantlets from cv. SP70-1143 were successfully obtained
from in vitro tissue culture and were inoculated with the endophytic bacterium G.
diazotrophicus. Unfortunately the results related to the contribution of endophytic
bacterium G. diazotrophicus towards plant growth and development measured by the
phenotypic analysis were not satisfactory. As well as the evaluation of the effect of
concentration from nitrogen chemical fertilizers in the internal colonization ratio of

endophytic bacterium.

Keywords: Diazotrophic bacterium, sugarcane, Gluconacetobacter diazotrophicus,
biological nitrogen fixation, nitrogen.



1. INTRODUCAO

A cana-de-aclcar é uma graminea de grande relevancia para a economia
brasileira desde o inicio do século XVI. Em 2011, o Brasil foi considerado o maior
produtor e exportador de cana do mundo, com aproximadamente 7,5 milhGes de
hectares cultivados (CHEAVEGATTI-GIANOTTO et al., 2011). A cana-de-agucar €
uma planta classificada como monocotilédonea pertencente a familia Poaceae e género
Saccharum, foi introduzida na América, a principio, como planta ornamental. No Brasil,
inicialmente foi utilizada para fazer garapa (caldo de cana) e, posteriormente, acUcar e
aguardente (TAVARES et al., 2010). Apds a primeira grande crise mundial do petréleo
em 1973, a busca por fontes de energia renovaveis foi acelerada dando inicio ao
aumento dos investimentos nesse cultivar, ressaltando o interesse em compreender
melhor a biologia da cana-de-actcar (MAPA, 2013).

O dinitrogénio (N2) apesar de ser um gas abundante ocupando aproximadamente
78% da atmosfera terrestre, em sua forma molecular esse gas se encontra indisponivel
para plantas e animais. Sendo um fator limitante para o desenvolvimento vegetal
(WITSCHI, 2000). Porém, este elemento € essencial para as plantas visto que é
constituinte obrigatério de aminoacidos, proteinas e acidos nucléicos, podendo ser
encontrado também no solo nas formas i6nicas nitrica (NO3") e amoniacal (NH4")
(HENRIQUES et al., 2011). Os ions nitrato e amonio sdo prontamente absorvidos pela
planta, e a assimilagdo desses compostos compreende 0s processos de reducdo do
nitrato a amoénio (BREDEMEIER & MUNDSTOCK, 2000), através da enzima redutase
do nitrato (RN) localizada no citoplasma que reduz o nitrato a nitrito (NO2"), em seguida
este é convertido a aménio por intermédio da enzima redutase do nitrito (RNi)
localizada no cloroplasto ou plastidio, logo ap6s ocorre incorporacdo do aménio em
aminoéacidos (CRAWFORD, 1995).

A utilizacdo de fertilizantes nitrogenados é uma opcéo para enriquecimento de
solos pobres em N. Estes podem ser obtidos pelo método Haber-Bosch através da
industria quimica, cujo processo de obtencdo de sulfato de amdnia ocorre através da
fixagdo N2 (WITSCHI, 2000). Entretanto, os fertilizantes representam um grande
problema ambiental, pois uma vez aplicados no solo, tornam-se um contaminante
potencial de reservatorios de agua como rios e lengoOis freaticos, causando até

eutrofizacdo (TAVARES et al., 2010). Deste modo, serd um grande desafio para
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sustentar a produtividade e manter a protecdo ambiental do ecossistema conseguir suprir
a demanda do nitrogénio pela planta sem promover desperdicios ou criar défice de
producéo.

Outra maneira de tornar disponivel o N2 presente na atmosfera para os vegetais é
através de descargas elétricas ou raios que fixam o N2 em forma de nitrito, ou ainda o
N2 pode ser ofertado as plantas através da associagdo com bactérias fixadoras de
nitrogénio (LEIGH et al.,, 2002). Estas bactérias sdo denominadas bactérias
diazotréficas e caracterizam-se por possuir um complexo enzimatico chamado
nitrogenase capaz de reduzir o nitrogénio atmosférico (N2) a amodnia (NHs3),
transformando assim o N2 em formas assimilares para as plantas (SANTI et al., 2013).
Dessa forma, plantas de cana-de-aglucar podem ser colonizadas por bactérias
diazotréficas, dentre elas a bactéria endofitica Gluconacetobacter diazotrophicus. Estas
bactérias sdo capazes de suprir a planta de cana-de-ag¢tcar com até mais que a metade da
demanda deste elemento quimico (BODDEY et al., 1995). Os beneficios gerados pela
associacdo da planta de cana-de-agucar com a bactéria endofitica G. Diazotrophicus védo
muito além do fornecimento de N proveniente da Fixacdo Biologica de Nitrogénio
(FBN). As bactérias diazotroficas sdo capazes de promover o crescimento da planta pela
producdo e modulacdo de fitorménios, ativacdo do sistema imune para uma resposta
rapida a invasdo por patdgeno e aumento da tolerancia ao estresse hidrico (HARDOIM
et al., 2015). Portanto, a FBN pode ser uma solucdo para a reducdo da aplicacdo de
fertilizantes nitrogenados aumentando assim a eficiéncia do uso do nitrogénio pela
planta.

Existem custos e beneficios para que as plantas hospedeiras associem-se aos
micro-organismos. As plantas hospedeiras sdo capazes de discriminar os simbiontes
com maior eficiéncia e recompensa-los com mais fotoassimilados estimulando assim a
cooperacdo (KIERS et al., 2003; KIERS et al., 2011). Igualmente, os micro-organismos
simbiontes também reforcam a cooperacdo fornecendo mais nutrientes, tais como
nitrogénio e fosforo, somente as raizes que aprovisionam mais carboidratos para
fortalecer a simbiose (KIERS et al., 2003; KIERS et al., 2011). Esta associacdo
mutualistica necessita que ambos parceiros contribuam para o beneficio mutuo,
evitando a formacao de associagdes com oportunistas.

Desta forma, o presente trabalho visa avaliar a interacdo entre plantas de cana-
de-acucar e a bactéria diazotrofica endofitica G. diazotrophicus na presenca de

diferentes fontes e concentracbes de fertilizantes nitrogenados, com o objetivo de
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melhorar a eficiéncia do uso do nitrogénio. Espera-se que a bactéria diazotréfica

apresente maior colonizacdo endofitica nas condi¢Ges limitantes de nitrogénio. No
entanto a disponibilidade abundante de nitrogénio quimico inibird a associagao

benéfica, diminuindo assim a taxa de colonizacdo das bactérias diazotrdficas.



20
2. OBJETIVO

2.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente trabalho consiste em avaliar a interacdo entre plantas de
cana-de-acucar e a bactéria endofitica Gluconacetobacter diazotrophicus na presenca de
diferentes fontes e concentragcbes de fertilizante nitrogenado, visando uma maior

eficiéncia do uso do nitrogénio.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Obter cultura de tecido in vitro de cana-de-agucar cv. SP70-1143;

> Avaliar a capacidade de colonizagdo da bactéria endofitica G. diazotrophicus
estirpe PAL5 (BR11281) marcadas com RFP em plantulas de cana-de-agucar cv.
SP70-1143;

» Cultivar plantulas de cana-de-aglcar em sistema de hidroponia com quatro
condicdes distintas de fertilizantes quimicos nitrogenados com as concentragoes:
alto (5 mM) e baixo (0,5 mM) dos compostos: nitrato (NO3) e ureia (CHsN20),
inoculadas ou ndo com a bactéria endofitica G. diazotrophicus estirpe PALS5
(BR11281);

» Auvaliar a contribuicdo da bactéria endofitica G. diazotrophicus para o

desenvolvimento vegetal através das analises fenotipicas;

> Awvaliar o efeito da concentragdo dos fertilizantes quimicos nitrogenados na taxa

de colonizacdo interna do cultivar pela bactéria endofitica.



3. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no periodo de janeiro a junho de 2016, no
Laboratorio de Biologia Molecular de Plantas (LBMP) do Instituto de Bioquimica

Médica Leopoldo De Meis da Universidade Federal do Rio de Janeiro.

3.1. CULTURA DA BACTERIA DIAZOTROFICA G. diazotrophicus

A bactéria Gluconacetobacter diazotrophicus estirpe PAL5 (BR11281, Km',
RFP) foi fornecida gentilmente pelo Dr. Ivo Baldani (EMBRAPA Agrobiologia,
Seropédica, RJ). Para obtencdo de colbnias puras, a bactéria endofitica foi estriada em
placa de petri contendo meio LGI-P s6lido como descrito inicialmente por Baldani
(1984). O meio LGI-P é um meio semisseletivo e indicativo que altera de cor quando a
bactéria cresce e acidifica 0 meio. Na preparacdo do meio foram utilizados 100 g
sacarose, 0,2 g KoHPO4, 0,6 g KH2PO4, 0,2 g MgSOs4 . 2 H20, 0,02 g CaCl, . 2 H20,
0,002 g NazMoOs . 2 H20, 5 ml azul de bromotimol (solu¢do 0,5 % em 0,2N KOH),
0,01g FeCls . 6 H20, 17 g 4gar para cada litro de agua destilada. Acido acético foi usada
para ajustar o pH final da solugdo em 5,5.

Ap0s o crescimento em meio de cultura solido foi feito um pré-inoculo em meio
liquido para crescimento da bactéria, em um erlenmeyer adicionou-se algumas células
provenientes de uma col6nia pura da bactéria G. diazotrophicus em 20 ml de meio
DYGS liquido o qual é composto de 2 g/L glicose, 1,5 g/L peptona bacteriolégica, 2 g/L
extrato de levedura, 0,5 g/L KoHPOg4, 0,5 g/L MgS04.7H20, 1,5 g/L &cido glutamico, e
o pH final da solucéo foi ajustado para 6,0. O meio foi autoclavado com vapor sob
pressdo de 1,06 kg cm™ & 121 °C por 15 min. Apos aferrecido foi adicionado ao meio
0,3 g/L do antibidtico kanamicina (Kanaycin Monosulfate, St. Louis, USA). O
antibidtico foi solubilizado em &gua destilada e esterilizado fisicamente por filtragem
com uma membrana de celulose com porosidade de 0,22 um. O antibi6tico kanamicina
é utilizado para que cres¢ca somente bactérias resistentes e ndo cresca col6nias de outro
tipo de bactérias, o gene nptll da bactéria endofitica G. diazotrophicus foi alterado para

que o antibidtico ndo a elimine. (XIANG et al., 1999).



Para o preparo do inoculante, o0 meio DYGS liquido foi usado por proporcionar
melhores condicdes de crescimento da bactéria. O meio DYGS € um meio semisseletivo
e e composto de 2 g/L glicose, 1,5 g/L peptona bacterioldgica, 2 g/L extrato de
levedura, 0,5 g/L K2HPOQOg4, 0,5 g/L MgS04.7H-0, 1,5 g/L &cido glutdmico. O meio foi
preparado em agua destilada e uma base (KOH) foi usada para ajustar o pH final da
solucdo em 6,0. O meio foi esterilizado em autoclave com calor imido sob presséo de
1,06 kg cm & 121°C por 15 min. O in6culo foi obtido ao adicionar 1 ml do pré-inculo
homogeneizado com densidade 6ptica em 660nm (DOgsonm) de 0,8 em 100mL de meio
DYGS e incubado a temperatura de 30 °C sob agitacdo constante (150 RPM) até atingir
DOesonm igual a 1,0.

Analise espectrofotométrica da DO serve para medir a turbidez de uma cultura
microbiana estimando, mesmo que de maneira indireta, a concentracdo das células. A
DO corresponde ao grau de absorbancia da cultura, onde a intensidade da luz incidente
¢ a intensidade da luz transmitida através da suspensdo de células. Descrita pela
expressdo DO = log (lo/l), sendo lo constitui a intensidade da luz incidente e | a
intensidade da luz transmitida. (ALBIERO, 2013).

3.2. CULTURA IN VITRO DE CANA-DE-ACUCAR

No periodo de janeiro a abril foi realizada a cultura in vitro de plantas de cana-
de-agUcar, género Saccharum sp. genoétipo cv. SP70-1143. Para micropropagacéo, as
plantulas foram cultivadas em meio composto de 4,33 g/L mistura salina basal (Sigma-
Sldrich, St. Loius, USA) e 20 g/L sacarose (Murashigue e Skoof, 1962) (MS). O meio
foi preparado em &gua destilada, e ajustado para o pH final da solu¢cdo em 5,7 com
KOH. O meio foi finalmente autoclavado com vapor sob pressdo de 1,06 kg cm? & 121
°C por 15 min.

Para estimular multiplicacdo das plantulas de cana-de-agucar foram adicionados
ao meio MS arrefecido 150 mg/L &cido citrico como composto anti-oxidante e 0s
fitohorménios cinetina (0,1 mg/L) e 6-BA (6-benzilaminopurina; 0,2 mg/L).

Uma vez multiplicado um ndmero minimo de plantulas clones de cana-de-

acucar, estas foram cultivadas em meio que favorece o desenvolvimento das raizes.
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Foram adicionados ao meio MS arrefecido 150 mg/L &cido citrico; 0,1 mg/L cinetina e
0,2 mg/L &cido indol-3-butirico (IBA).

Durante o crescimento in vitro, as plantulas de cana-de-acUcar foram mantidas
em condicdes controladas com ciclo diario de luz de 12 h e temperatura de 28°C, como
demonstrado na Fig. 1.

Figura 1 - Plantulas de cana-de-acUcar mantidas em condicGes controladas com ciclo diério de luz de 12 h
e temperatura de 28 °C

3.3. CULTIVO HIDROPONICO

Apo6s um més sendo cultivadas in vitro em meio MSE, as plantulas enraizadas de
cana-de-acucar foram transferidas para cultivo hidrop6nico. Nesse sistema as plantas
cresceram por sete dias sem adigdo de hormoénios em solucdo modificada de 0,5x
Hoagland: 1 ml KH2PO4 1 M, 5 ml KNO3 1M; 5 ml CH4N2O (ureia) 1M, 5 ml CaSO4 1
M, 5 ml MgSO4 .7 H O 1 M, 1 ml de solugdo de FeEDTA 1,64% (ou 1,21 ¢
Na;H2EDTA/100 ml e adicionar FeClz . 6 H20), 1 ml de solu¢do de micronutrientes
(2,869 de H3BOs3, 1,81 g de MnCl> . 4 H20, 0,22 g de ZNSO4 . 7 H20, 0,08 de CuSOg .
5 H20, 0,029 de NaxMoOs . 2 HxO, em 1 litro de solucdo), a qual foi descrita
inicialmente por Hoagland & Arnon (1950). O solucdo de Hoagland foi preparada com
agua destilada, e uma base (KOH) foi usada para ajustar o pH final da solugdo em 5,7.

Ap0s adaptacdo a solucdo hidropdnica, a solucdo inicial de Hoagland foi trocada
por uma segunda solugéo modificada de Hoagland 0,5x: 5 ml K2SO4 0,5M, 2 ml MgSO4



. 7 HO 1 M, 10 ml Ca(H2P0O4)2 0,05M, 200 ml CaSO4 0,01 M, 1 ml de solucéo de
FeEDTA 1,64% (ou 1,21 g Na2H:EDTA/100 ml e adicionar FeCls . 6 H20), 1 ml de
solucdo de micronutrientes (2,86 g de HzBOs3, 1,81 g de MnCl; . 4 HO, 0,22 g de
ZNSQO4 . 7 H20, 0,08 de CuSOs4 . 5 H20, 0,02 g de Na2MoOs . 2 H20, em 1 litro de
solucdo). Essa solucdo foi preparada com &gua destilada sem adigdo de nitrogénio, e
uma base (KOH) foi usada para ajustar o pH final da solucédo em 5,7.

Nesta solucéo, as plantulas permaneceram por quatro dias, onde verificou-se que
as raizes ainda estavam muito pequenas, sendo entdo necessario trocar uma segunda vez
pela mesma solugdo e permanecer por mais 6 dias para desenvolvimento das raizes.

Em seguida, foi feita a inoculacdo com G. diazotrophicus, na fase log de
crescimento. Uma aliquota de 40 ml da bactéria crescendo em meio DYGS foi
centrifugada por 10 minutos a 3000 g. O sobrenadante foi descartado e 10 ml de solucéo
modificada de Hoagland sem nitrogénio foi usado para homogeneizar o pellet formado.
Finalmente o homogenato de bactéria foi aplicado nas plantas da cana-de-agucar SP70-
1143. Para contabilizar o nimero aproximado de células bacterianas inoculadas, uma
aliquota de 10 ul do homogenato final foi utilizada em diluicbes seriadas em solugédo
salina a 0,9% previamente autoclavada. Esse procedimento pode ser melhor
compreendido na Fig. 2. Aliquota de 100 ul de cada dilui¢do foi usada na semeadura em
placas de Petri contendo meio DYGS solido. O desenho experimental do sistema

hidrop6nico demonstrando os tipos de tratamentos utilizados se apresenta na Fig. 3.
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Figura 2 - Esquema representativo das dilui¢des seriadas realizadas para contabilizar o nimero
aproximado de células bacterianas inoculadas no sistema hidropdnico
Fonte: MADIGAN, MARTIKO, BENDER, BUCKLEY & STAHL (2016)
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Desenho experlmental
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Controle

............

T YT

G. diazotrophicus

Baixo N Alto N Tratamento com nitrogénio (0.5 e
5 mM)
NO;- NH,* NO; NH,* Tiposde nitrogénio (Nitrato e
Ambdnio)

Figura 3 - Desenho experimental do sistema de hidropdnico. As plantulas controle (sem inoculagdo de
bactéria) e as plantulas inoculadas com a bactéria G. diazotrophicus crescendo em baixa e alta
concentracdo de diferentes fertilizantes nitrogenados

3.4. TRATAMENTO COM DIFERENTES CONCENTRACOES DE NITROGENIO

Apobs dois dias da inoculagdo com G. diazotrophicus iniciou-se o tratamento
com diferentes fontes de N (NOs e NH4) e concentragdes: baixo N (0,5 mM) e alto N
(5mM). A segunda solugéo de Hoagland foi removida completamente, e uma nova
solucdo preparada de Hoagland foi reposta. Para o inicio dos tratamentos com
nitrogénio, um tubo falcon foi preparado para cada condicdo. Em 50 ml de agua
destilada foram adicionados:

- 1,06 g Ca(NOs), para o tratamento de baixo N 0,5 mM de NO3

- 0,270 g CH4N20 para o tratamento de baixo N 0,5 mM de NH4

- 10,626 g Ca(NO3)2 para o tratamento de alto N 5 mM de NO3

- 2,703 g CH4N20 para o tratamento de alto N 5 mM de NH4

Os tubos falcons foram bem agitados e colocados cada um em seu respectivo
sistema hidropdnico. As plantas tratadas com diferentes fontes e concentraces de
nitrogénio foram mantidos no sistema hidropdnico por 14 ou 16 dias até a coleta. O

esquema de todo o experimento estd melhor representado na Fig. 4.

25



26

Cultura de tecido - multiplicaggo
U 1 més
Cultura de tecido - enraizamento 04/04/2016
JvL 1 més
Hidroponia solugdo de Hoagland’s 0,5X 06/05/2016
= Solugdo 1
u 7 dias s
Hidroponia soluggo de Hoagland s 0,5X sem N 13/05/2016
— Solugio 2
JvL 10 dias
Inoculagdo com a bacteria G. digzotrophicus ou sem bactéria |
— 23/05/2016
%L 7 dias Solugio 2
Inicio do tratamento alto e baixo N (NO3 & NH,) 25/05/2016
= Solugio 2
Jvlv 14 e 16 dias
Coleta do experimento 08 e 10/06/2016

Figura 4 - Esquema do processo de todo o experimento desde a cultura de tecido in vitro até a coleta do
experimento, demonstrando o tempo de cada tratamento e as datas ao lado simbolizam o dia que foi
realizado cada etapa

3.5. CONTAGEM DO NUMERO DE BACTERIAS G. diazotrophicus

Para contagem de bactérias G. diazotrophicus foi adotado o método de nimero
mais provavel (NMP) descrito anteriormente por Débereiner et al. (1995). O cultivo de
G. diazotrophicus foi realizado em meio semisseletivo LGI-P, usando 1,8 g de 4gar para
deixar 0 meio semissélido. Essa condicdo cria um gradiente de concentragdo de
oxigénio no meio o que permite que células bacterianas diazotréficas migrem para
regido mais favoravel a fixacdo do nitrogénio atmosférico. A formacao de um halo de
crescimento bacteriano na sub-superficie do meio indica que as células estdo fixando
nitrogénio. O meio foi preparado com agua destilada, e &cido acético foi usado para
ajustar o pH final da solu¢do em 5,5. Em seguida, foram distribuidos 4 ml de meio LGI-
P semissélido em frascos de vidro com capacidade de 15 ml. Ao todo foram

preenchidos 216 frascos como demonstrado na Fig. 5.



Figura 5 - Representacéo dos frascos contendo meio LGI-P semiss6lido

As coletas do experimento foram realizadas nos dias 14 e 16 ap0s a inoculacdo
com a bactéria diazotrofica. As plantas foram retiradas do sistema de hidroponia e 0s
tecidos das raizes e da parte aérea foram separados com uso de um bisturi. As raizes
foram submetidas ao processo de esterilizacdo superficial que consiste na imersao das
raizes em solucéo cloramina-T a 1% (0,5 g cloramina-T adicionado em 50 ml de agua
destilada) por 1 minuto. Para remover o composto cloramina-T as raizes foram lavadas
trés vezes em solugdo salina com 0,9% NaCl por 1 minuto cada vez. Logo depois, as
raizes foram colocadas em eppendorf sendo acrescentado o volume proporcional de 9
ml de solucdo salina por cada 1 g de raiz. As raizes foram maceradas com o auxilio de
bolinhas metélicas de 3 mm de didmetro em um homogeneizador (Retsch, Haan
Alemanha). Os tecidos das raizes foram rompidos usando uma frequéncia de 20 pulsos
por 1 segundo, sendo esse processo repetido trés vezes, no total de 3 minutos. Em
seguida, as amostras descansaram por 1 hora sobre a mesa do laboratorio a fim de
decantar o tecido lisado. Posteriormente, foram feitas dilui¢cGes seriadas em eppendorf
contendo 900 ul de solugédo salina (0,9% NacCl), adicionando 100 pl da amostra com
tecido lisado. Foram feitas dilui¢Ges de 10* a 10°, sendo que cada diluicéo realizada no
eppendorf foi transferido 100 pl para fracos devidamente identificados com o meio
LGI-P semissoélido e estes foram incubados a 30 °C por sete dias.

Apos os sete dias foram observados cada frasco para identificar quais formaram
halo, pelicula caracteristica do crescimento e fixacdo de N2 por bactéria diazotréfica
juntamente com a mudanga de cor do meio de amarelo para alaranjado devido a

acidificacdo do pH pela bactéria. Atraves da observacéo e identificacdo dos frascos que
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continham a pelicula foi realizada a contagem do namero de bactérias pelo método do

Numero Mais Provavel (NMP) através da tabela de MCCrandy (em anexo).

3.6. CARACTERISTICAS FENOTIPICAS

Para andlises fenotipicas foram coletadas as medidas do comprimento das raizes
e parte aérea, pesadas peso fresco da parte aérea e raizes. E apos a secagem na estufa a
60 °C por sete dias foi pesado também o peso seco da parte area.

Utilizando a ferramenta Excel da Microsoft Office foram feitas as analises da
média e desvio padrdo dos trés individuos analisados por cada condi¢do de tratamento.
Desta forma, foi analisado o comprimento da parte aérea e das raizes, peso fresco da
parte aérea e das raizes, peso seco da parte aérea das plantas inoculadas com G.
diazotrophicus, crescendo em diferentes concentracbes de fertilizantes quimicos
nitrogenados (0,5 mM NOz, 5 mM NOgz, 0,5 mM NHs e 5 mM NH,). Os dados de 12
individuos foram analisados.

Utilizando a mesma ferramenta foi realizada a analise do efeito do nitrogénio na
colonizacdo de G. diazotrophicus, crescendo em baixa (0,5 mM) e alta (5 mM)
concentracOes de diferentes fertilizantes nitrogenados (NOs e NHz) em plantas a 14 ou
16 dias apds a inoculacdo e crescendo a 33 e 35 dias, respectivamente, em meios de
cultivo contendo as concentracdes indicadas de fertilizante nitrogenado. A colonizagéo
pelas bactérias foi quantificado pelo método do NMP. Os dados de dez individuos

foram analisados.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. OBTENCAO DE CULTURA DE TECIDO IN VITRO DE CANA-DE-ACUCAR
CV. SP70-1143

O desenvolvimento das técnicas de cultura de tecidos de plantas foi inicialmente
estabelecido como um procedimento a fim de construir padrdes para investigar o
desenvolvimento e crescimento das plantas (Henriques et al., 2010). Atualmente, a
técnica de cultura de tecidos de plantas também € aplicada aos estudos de nutricdo
mineral de plantas. A cultura de plantas in vitro baseia-se na capacidade que uma célula
vegetal totipotente tem em se desenvolver até regenerar um organismo inteiro (Alves et
al., 1999). Assim 6rgédos ou plantas inteiras sdo obtidas atraves desse sistema. O meio
de cultura mais utilizado para esse cultivo atualmente é a composicdo descrita por
Murashigue e Skoog (1962).

Para obter plantas para o experimento proposto, foram cultivadas plantulas in
vitro de cana-de-aglcar cv. SP70-1143. Os clones de cana-de-agucar foram obtidos
utilizando o meio MS suprido com hormdnios que favorecem a multiplicacdo da parte
aérea para a formacéo da touceira (conjunto de clones de uma planta). A regeneragéo da
parte aérea foi alcangada com a aplicacdo do horménio citocinina (Fig. 6). A citocinina
é assim denominado devido a sua principal capacidade de regulacdo da citocinese
(HENRIQUES et. al., 2010). O horménio 6-BA, que também pertence a classe das
citocininas, foi adicionado ao meio de multiplicacdo para aumentar a capacidade de
regeneracdo através da estimulacdo da competéncia de divisdo celular (VELTCHEVA
& SVETLEVA, 2005). As plantulas de cana-de-agucar pré-cultivadas com esses
hormonios sdo favorecidas a induzir a proliferacdo de células competentes pré-
existentes no tecido.

Para favorecer o enraizamento das plantulas de cana-de-agucar foi adicionado ao
meio MS horménios como a auxina que auxiliam a formacdo das raizes adventicias.
Apenas um clone de plantula da touceira formada em meio que favorece a multiplicacao
(MSM) foi separada em cada frasco para o cultivo hidropbénico. As auxinas sdo
hormdnios importantes na regulacdo do crescimento e desenvolvimento vegetal. A

principal funcdo das auxinas € promover o crescimento de raizes e caules, induzindo o
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alongamento de novas células a partir dos seus respectivos meristemas (HENRIQUES
et al., 2010). Na formacdo de raizes adventicias as auxinas sdo as que apresentam
maiores efeitos de formacdo. Acido indol-3-butirico (IBA) é um auxina sintética que
estimula a maior producdo de enraizamento adventicio em estacas caulinares e foliares
(HARTMANN et al., 2002).

Em ambos os meios que favorecem a multiplicacdo (MSM) e o enraizamento
das plantulas (MSE) foi adicionado também horménio cinetina o qual é um composto
sintético do horménio citocinina. A cinetina foi descoberta a partir da hidrélise do
DNA, sendo primeiramente descrita como uma substancia com habilidade de iniciar e
sustentar a proliferacdo celular em cultura de tecidos de tabaco (KERBAUY, 2004). A
acao dos hormdnios auxinas e citocininas é de extrema importancia para a formacao
completa do corpo da planta sob diversos aspectos, tais como, indu¢do do alongamento
e divisdo celular e para a alteracdo do padrdo de diferenciacdo das células. A razdo entre
citocininas e auxinas é o que determina o desenvolvimento dos tecidos aéreos e
radiculares, respectivamente (HENRIQUES et al., 2010).

Ao longo do crescimento das plantulas que estavam em meio que favorece o
enraizamento (MSE), foi observado que as plantulas ndo se desenvolviam como o
esperado. Ao verificar a concentracdo dos compostos no meio MSE, foi apurado que a
concentracdo estava abaixo do recomendado em cerca de 1000x inferior a concentragdo
recomendada no protocolo descrito inicialmente por Murashige & Skoog (1962). Deste
modo, o desenvolvimento das raizes foi parcial, ndo alcangando o desejado. E possivel

observar na Fig. 7 o desenvolvimento das raizes apds um més em cultivo no meio MSE.

Figura 6 - Plantula de cana-de- agucar cultivadas in vitro em meio MS

30



Figura 7 - Plantulas de cana-de-agucar cultivadas in vitro em meio MSE

4.2. AVALIACAO DA CAPACIDADE DE COLONIZACAO DA BACTERIA
ENDOFITICA G. diazotrophicus ESTIRPE PAL5 (BR11281) MARCADAS COM
RFP EM PLANTULAS DE CANA-DE-ACUCAR CV. SP70-1143

A bactéria G. diazotrophicus marcada com a proteina RFP (red fluorescent
protein) crescida em meio liquido, foi visualizada em microscopia de fluorescéncia
antes de ser inoculada no sistema hidrop6nico com diferentes concentracdes e fontes de
N com o objetivo de confirmar que se estava inoculando a bactéria desejada. As
imagens foram realizadas por microscopia de fluorescéncia de campo escuro e de
campo claro da bactéria endofitica G. diazotrophicus crescida em meio liquido usadas
para inoculacdo como demonstra a Fig. 8 (A e B). Ap6s um dia da inoculacdo da
bactéria endofitica G. diazotrophicus foi realizado um teste com as plantulas in vitro,
onde foi visualizada a partir da microscopia de fluorescéncia de campo escuro e campo
claro, a bactéria colonizando uma raiz de cana-de-ag¢tcar, como demonstra a Fig. 8 (C e
D).

A visualizacdo em microscopia de fluorescéncia é possivel devido ao gene
reporter, o qual € um tipo de marcador introduzido na bactéria que ndo confere nenhum
tipo de prejuizo as células e, ao mesmo tempo, produz um fenétipo observavel em
microscopia (Glick et al., 1993). O sistema de marcagdo por RFP é uma das alternativas

ao sistema GFP (green fluorescent protein), permitindo o uso simultaneo de bactérias
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com marcadores distintos. O gene repdrter RFP que é uma proteina vermelha

fluorescente que foi descoberta em corais da espécie Discosoma striata (Shaner et al.,

2004) e sua visualizacdo ndo é afetada pelas organelas das raizes.

-

Figura 8 - Bactéria G. diazotrophicus inoculada em cana-de-acUcar, visualizada por microscopia. As
imagens foram feitas um dia apds a inoculagdo, por microscopia de fluorescéncia de campo escuro (A e
C) e de campo claro (B e D). A e B mostram imagens das bactérias crescidas em meio liquido usadas para
a inoculacédo; e C e D mostram imagens das bactérias colonizando uma raiz de cana-de-agUcar

4.3. CULTIVO DE PLANTULAS DE CANA-DE-ACUCAR EM SISTEMA DE
HIDROPONIA COM QUATRO CONDICOES DISTINTAS DE FERTILIZANTES
QUIMICOS NITROGENADOS COM AS CONCENTRACOES: ALTO (5 mM) E
BAIXO (0,5 mM) DOS COMPOSTOS: NITRATO (NOs) E UREIA (CH4N:0),
INOCULADAS OU NAO COM A BACTERIA ENDOFITICA G. diazotrophicus
ESTIRPE PALS5 (BR11281)

Para investigar o efeito da fonte e concentracdo do nitrogénio na taxa de
colonizagdo das plantas de cana-de-aglcar com a bactéria diazotréfica G.
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diazotrophicus o sistema de cultivo em hidroponia foi utilizado. Apds crescimento in
vitro em condicBes assépticas, as plantas de cana-de-agucar foram transferidas para
solucdo nutritiva (0,5X) de Hoagland e receberam uma protecdo de plastico para
diminuir a taxa de evapotranspiracdo (Fig. 9). Apds uma semana de adaptacdo a
cobertura plastica foi removida e a solugdo nutritiva de Hoagland renovada. Como as
plantas de cana-de-acUcar ndo estavam com os tecidos radiculares bem desenvolvidos as

mesmas foram mantidas por dez dias na solugdo Hoagland 2 (0,5X) sem N.

Figura 9 - Representacéo das plantulas com a protecéo de plastico para diminuir a taxa de
evapotranspiracdo

Em seguida, foi realizada a inoculagdo com diferentes concentragfes (0,5 e 5
mM) e fontes de N (NOs e NHs) nas plantulas com a bactéria G. diazotrophicus e sem
bactéria. As plantulas controles (sem bactéria) foram mantidas durante 12 dias neste
sistema até a coleta (Figs. 10 e 11) e as plantulas inoculadas com G. diazotrophicus
permaneceram no sistema hidropdnico por 14 ou 16 dias, como demonstrado nas Figs.
12 e 13. Em 14 dias foram retiradas todas as plantulas inoculadas com bactéria
endofitica em baixo N (0,5 mM) e em 16 dias foram retiradas todas as plantulas
inoculadas com a bactéria endofitica em alto N (5 mM).

As pléantulas de cana-de-aglcar foram retiradas do sistema hidropénico em
diferentes dias devido a limitacdo do tempo para retira-las de todas as condi¢bes no
mesmo dia.

Logo depois, foram realizadas as analises fenotipicas apresentadas por cada

plantula mantida em cada condig&o de tratamento.
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Figura 10 - Plantulas controle no sistema hidrop6nico (sem inoculagéo de bactéria) crescendo em baixa
(0,5 mM) e alta (5 mM) concentracdo de NO3

Controle NH4 Altd

MOCK-THOCVEATE TS Z

Figura 11 - Plantulas controle no sistema hidrop6nico (sem inoculagdo de bactéria) crescendo em baixa
(0,5 mM) e alta (5 mM) concentracdo de NO4

Gd NO3 Baixo

Figura 12 - Plantulas no sistema hidropdnico inoculadas com a bactéria G. diazotrophicus crescendo em
baixa (0,5 mM) e alta (5 mM) concentracdo de NOs
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Figura 13 - Plantulas no sistema hidrop6nico inoculadas com a bactéria G. diazotrophicus crescendo em
baixa (0,5 mM) e alta (5 mM) concentracdo de NHa

4.4. AVALIACAO DA CONTRIBUICAO DA BACTERIA ENDOFITICA G.
diazotrophicus PARA O DESENVOLVIMENTO VEGETAL ATRAVES DAS
ANALISES FENOTIPICAS

As caracteristicas fenotipicas apresentadas por cada planta, tais como,
comprimento da parte aérea, comprimento das raizes (Fig. 14), peso fresco da parte
aérea, peso fresco das raizes e peso seco da parte aérea, foram coletadas apds 12 dias as
plantulas controle, ou seja, sem inoculagdo de bactéria em diferentes concentracdes e
fontes de N (Fig. 15). Ap6s 14 ou 16 dias foram coletadas as mesmas caracteristicas em
plantulas inoculadas com a bactéria endofitica G. diazotrophicus em diferentes
concentracdes (0,5 e 5 mM) e fontes de N (NOs e NH4), como demonstra a Fig. 16.

Tabela com todos os dados das caracteristicas fenotipicas apresentadas por cada

planta em diferentes condi¢des de tratamento (em apéndice).
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Gd NO3 Baixo Gd NO3 Alto

Figura 14 - Demonstracdo de como foi feita a analise fenotipica do comprimento da parte aérea e das
raizes das plantulas retiradas do sistema hidropénico

Controle NO3 Baixo Controle NO3 Alto

Controle NH4 Baixo 2 Controle NH4 Alto

i2
Figura 15 - Caracteristicas fenotipicas apresentadas pelas plantulas controle (sem inoculacédo de bactéria)

crescendo em baixa (0,5 mM) e alta (5 mM) concentragdo de NO3z e NHa4, Apds 12 dias da inoculacéo de
diferentes fertilizantes nitrogenados
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Gd NO3 Alto

Gd NO3 Baixo

Gd NH4 Baixo Gd NH4 Alto

Figura 16 - Caracteristicas fenotipicas apresentadas pelas plantulas inoculadas com a bactéria G.
diazotrophicus crescendo em baixa (0,5 mM) e alta (5 mM) concentragdo de NO3 e NHa,
respectivamente, apos 14 e 16 dias da inoculagdo com diferentes fertilizantes nitrogenados

A partir dos dados coletados foram feitas as analises da média e desvio padrédo
apresentados pelas plantulas utilizando a ferramenta Excel da Microsoft Office. Foi
possivel verificar que o desvio padrdo permaneceu alto em todas as analises fenotipicas
como observaremos a seguir, e os resultados ndo obtiveram uma diferenca significativa
em nivel de andlise estatistica (P < 0,05) nos tratamentos quanto a contribuicdo da
bactéria G. diazotrophicus para o desenvolvimento vegetal.

Entretanto, para comprimento da parte aérea foi possivel observar uma tendéncia
de aumento do crescimento, as plantulas apresentaram um melhor desenvolvimento
quando tratadas com a concentracdo de N alta (5 mM) para a fonte de NO3 quando
comparada com o tratamento em baixa concentracdo (0,5 mM) de NOz. Contudo, para
as plantulas tratadas com NHs4, foi possivel observar uma tendéncia inversa das
plantulas terem se desenvolvido melhor em baixa concentracdo de N para a fonte de
NH4 (0,5 mM) quando comparado com o tratamento em alta concentragdo (0,5 mM) de

NH4, como demonstrado nas Figs. 17 e 18.
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Comprimento da Parte Aérea
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Figura 17 - Analise do comprimento da parte aérea das plantas inoculadas com G. diazotrophicus,
crescendo em diferentes concentracdes de fertilizantes quimico nitrogenado. O grafico apresenta os dados
dos comprimentos das raizes de cada trés plantas testadas e inoculadas com a bactéria G. diazotrophicus
crescendo de 14 a 16 dias em meios de cultivo contendo as concentracfes indicadas de fertilizante
nitrogenado. No total os dados de 12 individuos foram analisados
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Figura 18 - Os valores representam a média em trés individuos analisados por condigéo de tratamento e a
barra indica o desvio padrdo do comprimento da parte aérea

Para comprimento das raizes observou que ambas as plantulas sob a fonte de
NOs e NHs tiveram uma tendéncia de aumento do crescimento, as raizes se
desenvolveram melhor sob a concentracdo alta de N (5 mM) tanto para a fonte de NOs
quanto para a fonte de NHs quando comparadas as plantulas tratadas com baixa
concentragdo de NO3z e NH4, como demonstrado nas Figs. 19 e 20.
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Figura 19 - Analise do comprimento das raizes das plantas inoculadas com G. diazotrophicus, crescendo
em diferentes concentragdes de fertilizantes quimico nitrogenado. O grafico apresenta os dados dos
comprimentos das raizes de cada trés plantas testadas e inoculadas com a bactéria G. diazotrophicus

crescendo de 14 a 16 dias em meios de cultivo contendo as concentrag@es indicadas de fertilizante
nitrogenado. No total os dados de 12 individuos foram analisados
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Figura 20 - Os valores representam a média em trés individuos analisados por condicdo de tratamento e a
barra indica o desvio padrdo do comprimento das raizes

Para peso fresco da parte aérea, as diferencas foram bem pequenas. Mas foi
observavel uma tendéncia de um maior acimulo de biomassa nas plantulas crescidas em
concentracdo baixa (0,5 mM) de N para a fonte NOs quando comparadas as plantulas
crescidas em alta concentracdo (5 mM). Porém, também obtiveram uma tendéncia de
maior acumulo de biomassa em concentracdo alta de N (5 mM) para a fonte NHa,
quando comparadas com as plantulas mantidas em baixa concentra¢éo (0,5 mM) de N
para a fonte NH4 (Figs. 21 e 22).

39



40

Peso Fresco da Parte Aérea

M Individuo 1
M Individuo 2
O =1 T T T 1

NO3(0,5mM) NO3(5mM) NH4(0,5mM) NH4 (5 mM)

N
wv

N

=
[0

-
!

o
w
!

Peso fresco da parte aérea (g)

Figura 21 - Anéalise do peso fresco da parte aérea das plantas inoculadas com G. diazotrophicus,
crescendo em diferentes concentrac@es de fertilizantes quimico nitrogenado. O gréfico apresenta os dados
dos comprimentos das raizes de cada trés plantas testadas e inoculadas com a bactéria G. diazotrophicus
crescendo de 14 a 16 dias em meios de cultivo contendo as concentrac@es indicadas de fertilizante
nitrogenado. No total os dados de 12 individuos foram analisados
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Figura 22 - Os valores representam a média em trés individuos analisados por condi¢éo de tratamento e a
barra indica o desvio padrao do peso fresco da parte aérea

Para peso fresco das raizes, a tendéncia para acimulo de biomassa foi igual tanto
para as plantulas mantidas sob a concentracdo de N baixa (0,5 mM) quanto para as
plantulas mantidas em alta (5 mM) de NOs. Contudo, para as plantulas crescidas sob a
fonte de N NH4, houve uma tendéncia para um maior acimulo da biomassa as plantulas
tratadas em alta concentracdo (5 mM) quando comparadas as plantulas tratadas em

baixa concentracdo (0,5 mM) de NH4, como demonstrado nas Figs. 23 e 24.



41

Peso Fresco das Raizes

0,12

0,08
B Individuo 1
0,06 H Individuo 2
0,04 - [ Individuo 3
0,02 - L
0 - T T T )

NO3 (0,5mM) NO3(5mM) NH4 (0,5 mM) NH4 (5 mM)

o
[

Peso fresco daraiz (g)

Figura 23 - Analise do peso fresco da parte aérea das plantas inoculadas com G. diazotrophicus,
crescendo em diferentes concentracdes de fertilizantes quimico nitrogenado. O gréafico apresenta os dados
dos comprimentos das raizes de cada trés plantas testadas e inoculadas com a bactéria G. diazotrophicus
crescendo de 14 a 16 dias em meios de cultivo contendo as concentrac6es indicadas de fertilizante
nitrogenado. No total os dados de 12 individuos foram analisados
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Figura 24 - Os valores representam a média em trés individuos analisados por condicéo de tratamento e a
barra indica o desvio padrdo do peso fresco das raizes

Para peso seco da parte aérea, ambas as plantulas obtiveram uma tendéncia de
maior acimulo de biomassa quando mantidas em concentracdo alta de N (5 mM) tanto
para a fonte de NOz quanto para de NH4 quando comparadas as plantulas mantidas em
baixa concentracdo (0,5 mM) de NOs e NHa4. (Figs. 25 e 26).
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Figura 25 - Analise do peso seco da parte aérea das plantas inoculadas com G. diazotrophicus, crescendo
em diferentes concentragdes de fertilizantes quimico nitrogenado. O grafico apresenta os dados dos
comprimentos das raizes de cada trés plantas testadas e inoculadas com a bactéria G. diazotrophicus

crescendo de 14 a 16 dias em meios de cultivo contendo as concentra¢@es indicadas de fertilizante
nitrogenado. No total os dados de 12 individuos foram analisados
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Figura 26 - Os valores representam a média em trés individuos analisados por condicéo de tratamento e a
barra indica o desvio padrdo do peso seco da parte aérea

O método-padrdo para se medir a produtividade biolégica de uma cultura €
através da analise do crescimento (MAGALHAES, 1979). Segundo Moreira et al.
(2010), as bactérias diazotroficas associativas podem contribuir para o crescimento
vegetal ndo apenas pelo fornecimento de nitrogénio, mas também através de outros
recursos como producdo de fitorménios, oposicdo a fitopatdgenos, solubilizacdo de
fosfatos, dentre outros.

As plantulas de cana-de-aglUcar foram cultivas por um més na solucdo que
favorece o enraizamento. Infelizmente nem todas as plantulas apresentaram crescimento

e desenvolvimento das raizes na mesma proporcdo, sendo utilizadas no cultivo
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hidropénico plantulas de cana-de-actcar em diferentes estagios de desenvolvimento. O
que possivelmente explica os resultados das analises fenotipicas das plantulas terem
apresentados desvios padrdes tao altos. Em relacdo a analise fenotipica ndo ter tido uma
diferenca significativa, sugere que o tempo (14 ou 16 dias) da inoculacdo da bactéria
ndo foi o suficiente para que associacdo que tivesse resultados positivos e benéficos

para a planta.

45. AVALIACAO DO EFEITO DA CONCENTRACAO DO FERTILIZANTE
QUIMICO NITROGENADO NA TAXA DE COLONIZACAO INTERNA DA
BACTERIA ENDOFITICA

O meio LGI-P semissélido contém uma alta concentracdo de sacarose, sendo o
meio ideal para isolar a bactéria endofitica G. diazotrophicus. Neste meio, aliquotas de
diluicGes seriadas das amostras de raizes das plantas testadas sao inoculadas e incubadas
a temperatura de 30 °C. Apds aproximadamente sete dias, ocorreu a formacgdo de uma
pelicula caracteristica do crescimento da bactéria endofitica microaerdfila e fixacdo de
N2, juntamente com a mudanca de cor de amarelo para laranja devido a acidificagdo do
meio, sendo que o meio abaixo da pelicula fica incolor, devido a assimilacdo do azul de

bromotimol pelas bactérias (DOBEREINER et al., 1995), como observavel na Fig. 27.
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Figura 27 - Demonstragdo da colonizacao de G. diazotrophicus no meio semissolido LGI-P, formacao de
uma pelicula (halo) caracteristica do crescimento da bactéria microaerdéfila e fixacdo de Ny, juntamente
com a mudanca de cor do meio devido a acidificacdo do meio, sendo que o meio abaixo da pelicula fica

incolor devido a assimilacdo do azul de bromotimol pelas bactérias

Apos quatro dias da incubagdo foi possivel observar que os frascos de plantulas
controles continham a formag&o da pelicula caracteristica de fixagdo de N2 por bactéria
diazotréfica, como demonstra a Fig. 28. A partir de entdo iniciou-se alguns testes até
descobrir que as pléntulas iniciais estavam contaminadas. Para confirmar a
contaminagéo utilizou-se uma aliquota do frasco controle contaminado e foi realizada a

visualizagdo em microscopia, sendo observados bactérias, fungos e protozoarios, como
demonstrado na Fig. 29.

Figura 28 - Demonstragéo dos frascos de plantas controle contaminados, crescimento de bactérias
algumas com carater de bactéria fixadora de N2 pela formacao do halo (pelicula) caracteristica



Figura 29 - Visualizagdo por microscopia de fluorescéncia de campo claro, de uma aliquota dos frascos
contendo as diluigdes das plantulas controle contaminadas. E possivel observar as hifas de fungos,
protozodrios (paramécios) e muitas bactérias. A imagem foi feita 14 dias apds iniciado o tratamento com
diferentes concentragdes e fontes de nitrogénio

A fim de tentar encontrar a causa, em que parte do experimento ocorreu a
contaminacao foi realizado um teste o qual utilizou as raizes de uma plantula da cultura
in vitro mantida no meio que favorece o enraizamento (MSE) e repetiu todo
procedimento como realizado com as demais plantulas no sistema hidroponico. Em
seguida, verificou-se que nos frascos de diluicdo 10 havia contaminacdo, ficando
evidente que a contaminacdo das plantulas ocorreu ainda na fase da cultura in vitro,
antes das plantulas entrarem no sistema hidroponico.

Segundo Reis Janior et al. (2000), a associagdo entre G. diazotrophicus e a cana-
de-acucar pode ser limitada severamente quando inoculado com altas doses de
fertilizante nitrogenado. Isso pode interferir também no desenvolvimento fisioldgico e
na qualidade da colheita de cana-de-aglcar. Em seu estudo, culturas adubadas com 100
kg N ha* obtiveram um percentual de isolados muito maior do que aqueles fertilizados
com 300 kg N ha. Rivera et al. (1991) também obteve resultados semelhantes em um
experimento de campo que mostrava que altas concentracdes do mineral N diminui a
populacdo de bactérias diazotroficas em cana-de-acUcar, e que as populacGes foram
restabelecidos quando o teor de N do solo diminuiu.

Foram realizadas analises da média e desvio padrdo de cada trés plantulas

testadas e inoculadas com G. diazotrophicus em cada condigédo de tratamento, utilizando
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a ferramenta Excel da Microsoft Office. O proposito foi verificar o efeito do nitrogénio
na taxa de colonizacdo interna do cultivar pela bactéria endofitica G. diazotrophicus
crescendo em baixa (0,5 mM) e alta (5 mM) concentracdo de diferentes fertilizantes
nitrogenados (NOz e NHa). Foi possivel observar que associacdo entre a cana-de-agucar
cv. SP70-1143 com a bactéria endofitica G. diazotrophicus teve uma tendéncia de
ocorrer melhor nas plantulas mantidas sob a concentracao alta de N (5 mM) para a fonte
NOs quando comparada com as plantulas mantida em baixa concentragédo (0,5 mM) de
NOs. Entretanto, para as plantulas tratadas com NHas, foi possivel observar uma
tendéncia inversa. A associacdo se beneficiou na concentracdo baixa de N (0,5 mM)
para a fonte de NH4 quando comparado as plantulas crescidas em alta concentracéo de
N (5 mM), como demonstrado nas Figs. 30 e 31.

O fato de ter ocorrido a contaminacgéo das plantulas controle, indica que pode ter
ocorrido também a contaminagdo nas plantulas inoculadas com G. diazotrophicus por
outros tipos de bactérias diazotréficas. Isso dificultou a verificacdo de um resultado
satisfatorio como observado em estudos realizados anteriormente. Desta forma, para
comprovar a hipltese seria necessario a repeticdo do experimento com os devidos

cuidados para evitar a contaminacao cruzada entre tratamentos.

Analise do efeito do N na colonizag¢ao de G.
diazotrophicus nos dez individuos analisados
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Figura 30 - Andlise do efeito do nitrogénio na colonizagdo de G. diazotrophicus, crescendo em baixa (0,5
mM) e alta (5 mM) concentracéo de diferentes fertilizantes nitrogenados (NO3z e NH4). A colonizagéo
pelas bactérias foi quantificado pelo método do NMP. O grafico apresenta os valores plotados numa
escala de log2, em plantas a 14 e 16 dias apds a inoculagdo e crescendo a 33 e 35 dias respectivamente,
em meios de cultivo contendo as concentracdes indicadas de fertilizante nitrogenado. Os dados de dez
individuos foram analisados
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Figura 31 - Os valores representam a média em dez individuos analisados e a barra indica o desvio padréo

da analise do efeito do nitrogénio na colonizagdo de G. diazotrophicus
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5. CONCLUSOES

O processo de obtencdo da cultura de tecido in vitro de cana-de-agUcar cv. SP70-
1143 foi realizado com éxito. Foi possivel obter as plantulas cultivadas em meio MS,
MSM e MSE, como também foi satisfatorio o aprendizado de diversas técnicas para
cultura de meristemas, o trabalho técnico realizado de modo asséptico, contagem de
bactérias pelo método NMP (através da tabela de MCCrandy), realizacdo de meios de
cultura e técnicas de microbiologia.

A inoculacdo de plantulas de cana-de-agucar com a bactéria endofitica
Gluconacetobacter diazotrophicus cultivadas em quatro condigbes distintas de
fertilizantes quimicos nitrogenados: com alto (5 mM) e baixo (0,5 mM) nitrato (NO3’) e
com alto (5 mM) e baixa (0,5 mM) ureia (CHsN20) foi realizada com éxito, como
também foi satisfatorio o aprendizado em microscopia de fluorescéncia e sistema
hidrop6nico para a obtencéo desse resultado.

Os resultados em relacdo a avaliacdo da contribuicdo da bactéria endofitica G.
diazotrophicus para o desenvolvimento vegetal através das analises fenotipicas ndo
foram satisfatorios, e os resultados ndo obtiveram diferenca significativa.

Avaliacdo do efeito da concentracdo do fertilizante quimico nitrogenado na taxa
de colonizacdo interna do cultivar pela bactéria endofitica também ndo foi satisfatorio, e
ndo houve a obtengcdo de um resultado significativo como outros estudos anteriores

obtiveram.
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7. APENDICES

APENDICE A — Tabela representa as caracteristicas fenotipicas apresentadas pelas
plantulas controle (sem inoculacdo de bactéria) e pelas plantulas inoculadas com a
bactéria G. diazotrophicus. Apds 12 a 16 dias do inicio do tratamento com diferentes
concentracOes e fontes de fertilizantes nitrogenados. A letra A indica alta concentracédo

e a letra B indica baixa concentragéo.

Peso fresco | Peso fresco Peso Seco Comp. P. Comp.
Tratamento raizes (g) P. Aérea (g) | P. Aérea (g) | Aérea(cm) | Raizes (cm)
Cont NO3 B 0,056 1,7 0,115 30 6
Cont NO3 B 0,12 15 0,127 30 3
Cont NO3 B 0,049 1,0 0,056 26 4
Cont NO3 A 0,122 1,7 0,163 33 4
Cont NO3 A 0,097 0,7 0,057 34 4
Cont NO3 A 0,046 0,5 0,036 27 3,5
Cont NH4 B 0,045 0,7 0,067 35 6
Cont NH4 B 0,043 0,5 0,045 23 4
Cont NH4 B 0,036 0,5 0,028 30 3
Cont NH4 A 0,104 1,1 0,116 31 6
Cont NH4 A 0,114 0,7 0,070 36 2
Cont NH4 A 0,056 0,4 0,046 26 3
Gd NO3 B 0,046 1,0 0,084 36 5
Gd NO3 B 0,026 1,0 0,054 28 3
Gd NO3 B 0,047 11 0,055 26 4
GdNO3 A 0,037 13 0,123 40 3,5
GdNO3 A 0,052 0,9 0,077 36 8
GdNO3 A 0,031 0,5 0,050 27,5 3
Gd NH4 B 0,086 1,0 0,142 47 3,5
Gd NH4 B 0,054 1,1 0,095 37 5
Gd NH4 B 0,014 0,8 0,051 23 2,5
Gd NH4 A 0,013 2,0 0,234 38 3
Gd NH4 A 0,109 0,9 0,087 35 8
Gd NH4 A 0,059 0,5 0,062 25 6
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8. ANEXOS

ANEXO A - Tabela de McCrady utilizada para contagem de bactérias pelo método de
nimero mais provavel (NMP) descrito por Dobereiner et al. (1995).

TabelaS. Tabela de McCrady para cdlculo do Numero Mais
Provavel (NMP) de bactérias diazotréficas em contagem
com trés e cinco frascos/diluigao.

A - 3 tubos/diluigdo

Diluig¢do Nuimero Diluigdo Numero Diluigdo Nuamero
com de com de com de
crescimento  diazotroficos crescimento  diazotroficos  crescimento  diazotréficos
000 0,0 201 1.4 302 6,5
001 0,3 202 2,0 310 4.5
010 0,3 210 1.5 311 1,5
011 0,6 211 2,0 312 11,5
020 0,6 212 3.0 313 16,0
100 0,4 220 2,0 320 9.5
101 0,7 221 3,0 321 15,0
102 1,1 222 35 322 20,0
110 0,7 223 4,0 323 30,0
111 1,1 230 3.0 330 25,0
120 1,1 231 3.5 331 450
121 1.4 232 4,0 332 110,0
130 1.6 300 2.5 333 140,0

200 09 301 40




