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RESUMO GERAL 

 
 

A falta de reprodutibilidade na resposta à inoculação de bactérias 

diazotróficas endofíticas em plantas de cana-de-açúcar dificulta a adoção de 

tecnologias em escala industrial. Dentre os entraves, pode-se destacar que até o 

momento, não foi possível estabelecer uma metodologia de inoculação padronizada 

que garanta a sobrevivência e estabilidade do inóculo, que possua amplitude 

temporal de resposta na planta hospedeira, bem como não se conhece ainda toda a 

comunidade microbiana e suas interações, responsáveis pela expressão da 

promoção do crescimento na cultura da cana-de-açúcar. Na primeira parte deste 

estudo, buscou-se avaliar diferentes fatores que integram diferentes metodologias 

de inoculação e sua influência na maximização das respostas à inoculação de 

bactérias diazotróficas endofíticas em plantas de cana-de-açúcar. Na segunda parte, 

ênfase foi dada à prospecção preliminar de compostos bioativos (derivativos de 

indóis e proteínas) secretados por estas bactérias em meios de cultura líquido e 

semi-sólido, potencialmente envolvidos na estimulação do crescimento por 

mecanismos outros que não a fixação biológica de nitrogênio. Para tanto, foram 

conduzidos experimentos onde bactérias diazotróficas endofíticas das espécies 

Gluconacetobacter diazotrophicus (PAL5), Azospirillum amazonense (CBAmC), 

Burkholderia tropica (PPe8), Herbaspirillum seropedicae (HRC54) e H. 

rubrisubalbicans (HCC103) foram avaliadas como inóculo simples e misto. Estes 

inóculos, em diferentes concentrações de células, foram inoculados de diversas 

formas em plantas micropropagadas e toletes de cana-de-açúcar (tratados por 

termoterapia ou não). Também foi realizada a análise de 40 estirpes de bactérias 

destas mesmas espécies quanto à produção de substâncias promotoras de 

crescimento em meio de cultura líquido e semi-sólido através do método 

colorimétrico Salkowisk e técnicas cromatográficas e espectrometria de massas. As 

avaliações demonstraram que as plantas micropropagadas de cana-de-açúcar foram 

beneficiadas com a inoculação simples de bactérias, já nas concentrações de 

inóculo mais baixas (105 células mL-1). O inóculo com esta concentração de células 

possibilitou o maior número de células culturáveis no momento do transplantio das 

mudas e o maior crescimento dessas plantas. Por outro lado, a inoculação com a 
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mistura das cinco estirpes de bactérias não promoveu diferenças na população 

bacteriana estabelecida em plantas inoculadas nas diferentes concentrações 

analisadas. Porém, um maior acúmulo de biomassa foi observado nas plantas que 

receberam o inóculo misto nas concentrações microbianas mais elevadas 109 e 106 

células mL-1. Ainda com relação ao efeito da concentração de inóculo, toletes de 

cana-de-açúcar da variedade RB72454 inoculados com a mistura bacteriana na 

concentração 103 células mL-1 tiveram um crescimento superior às demais plantas. 

Com relação aos toletes da variedade RB867515, estes tiveram uma maior produção 

de biomassa quando inoculados com esta mesma mistura, porém na concentração 

106 células mL-1. As plantas de ambas as variedades, quando inoculadas com a 

mistura bacteriana na concentração de célula 109 células mL-1 tiveram efeito 

negativo no acúmulo de massa seca de parte aérea. Quanto aos métodos de 

inoculação de bactérias em toletes, foi observado que naqueles em que as plantas 

foram tratadas termicamente, a adição da bactéria diretamente ao substrato 

possibilitou maior acúmulo de massa seca de raiz. Em contrapartida, os métodos de 

inoculação por imersão durante 2, 6 e 12 horas, registraram um maior acúmulo de 

massa seca de parte aérea. Nos toletes não tratados, não houve diferenças no 

acúmulo de massa seca de raiz. Apesar disto, nas plantas submetidas à inoculação 

por imersão durante 12 horas observou-se um maior acúmulo de massa seca de 

parte aérea. Na segunda parte do estudo, ficou evidenciado o efeito aditivo do meio 

condicionando associado à presença da bactéria para expressão de efeitos 

hormonais. Estes resultados estimularam estudos centrados na identidade química 

de compostos secretados pelo uso de diferentes métodos. Ensaios clássicos de 

promoção de crescimento em plantas de cana-de-açúcar oriundas de sementes 

evidenciaram a capacidade de promoção de crescimento de todas as estirpes 

testadas em relação ao controle, em respostas variando entre 4 a 468%. Estas 

mesmas estirpes analisadas quanto à secreção de substâncias reguladoras de 

crescimento vegetal, foram positivas para indóis em meio líquido DYGS em 

quantidades proporcionais à concentração crescente de triptofano adicionado ao 

meio de cultura, indicando sua importância como precursor das rotas de biosíntese 

de derivados do ácido indol acético. As análises em cromatografia gasosa acoplada 

à espectrometria de massas (CG-EM) de substâncias secretadas pela estirpe PAL5 

de G. diazotrophicus em meio líquido DYGS e LGI-P permitiram a identificação dos 

seguintes compostos: ácido indol-3-carboxialdeído, ácido indol-3-acético, ácido 
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indol-3-carboxílico metil éster, indol-5-aldeído e ácido indol acético metil éster. Estas 

análises realizadas para a estirpe HRC54 de H. seropedicae em meio líquido DYGS 

e JNFB permitiram a detecção de indol-3-carboxialdeído e indol-5-aldeído. Ademais, 

avaliando proteínas secretadas por H. seropedicae (HRC54), verificou-se por SDS-

PAGE, a presença de 15 a 18 proteínas com massa molecular entre 20 e 210 kDa. 

Estas proteínas foram secretadas em meio DIGYS líquido e, destas, dez foram 

avaliadas quanto à sua identidade por espectrometria de massas. Esta avaliação 

permitiu a identificação de uma proteína de massa 68 kDa que corresponde a DNA 

primase de E.coli, outra de massa 27 kDa que corresponde a uma proteína M de 

Streptococcus pyogenes, bem como outras proteínas não identificadas. 

 

Palavras-chave: Concentração de inóculo, inoculante, fixação biológica de 

nitrogênio, fitormônio. 

 

 

 xv



 

 

GENERAL ABSTRACT 
 

 

The low reproducibility in relation to inoculation responses in sugarcane plants 

has impaired the adoption of technologies under industrial scale. Among these 

difficulties, until now it was not possible to establish an efficient methodology of 

inoculation that allows the survival and stability of the inoculums with high temporal 

response on the field, as well we still do not know the whole microbial community and 

its interaction involved with plant growth promotion expression. At the first part of this 

study we carried out a serie of assays to evaluate the influence of different factors 

over the inoculation methodology widely adopted with the objective to increase plant 

host response to endophytic diazotrophic bacteria. At the second part, emphasis was 

given to a preliminary prospection of bioactivy compounds (indole derivatives and 

proteins) secreted by these bacteria in defined culture media, potentially involved on 

plant growth promotion by other mechanisms than nitrogen fixation. Different 

experiments were carried out using the bacteria Gluconacetobacter diazotrophicus 

(PAL5), Azospirillum amazonense (CBAmC), Burkholderia tropica (PPe8), 

Herbaspirillum seropedicae (HRC54) e H. rubrisubalbicans (HCC103) as single and 

mixed inoculums. These inoculums, under different cell density, were inoculated by 

different way into micropropagated and seed-grown sugarcane plants (heat treated 

or not). Also were evaluated 40 bacterium strains in relation to their ability on 

production of substances correlated to the bacterial phytohormones biosynthesis in 

liquid and semi-solid media by using Salkowisk method and GC/MS. These 

evaluations showed that sugarcane plants inoculated with the inoculum concentration 

105 cel.mL-1 were beneficed. This inoculum density showed a higher number of 

feasible cells when the plants were transferred to acclimatization. On the other hand, 

the mixed inoculation did not show differences between populations of inoculated 

plants by different inoculum concentration evaluated. However, a higher biomass 

production was observed in inoculated plants with mixed cell on concentration 109 

and 106 cel.mL-1. Sugarcane stalks, variety RB72454, inoculated with the bacterial 

mixture, at concentration 103 cel.mL-1, showed a higher biomass production. The 

same was observed when sugarcane stalks, variety RB867515, were inoculated with 

the bacterial mixture, concentration 106 cel.mL-1. In both varieties, sugarcane plants 
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inoculated with bacterial mixture, concentration 109 cel.mL-1, showed negative effect 

on dry matter of aerial parts. In relation to delivery methods for introducing 

diazotrophic bacteria into sugarcane stalk, treated by thermotherapy, was observed 

that the method substrate drench was responsible for a higher increase on root dry 

matter. However, the methods stalks dip during 2, 6 and 12 hours showed an 

increase on dry aerial parts biomass. When these stalks were not treated, it was not 

observed increase on root dry matter but the method stalks dip during 12 hours 

showed a higher dry matter of aerial parts. At the second part of the study, it was 

evident the additive effect of the conditioned culture media associated with bacteria 

presence for the expression of the hormonal effects. These results stimulate 

subsequent studies centered on the chemical identity of secreted compounds by the 

use of different methodologies. Classical experiments on plant growth promotion in 

sugarcane seed-born showed positive effects of 40 diazotrophic bacteria with 

responses raging from 4 to 468%. All above strains were tested for the ability to 

secrete plant growth regulators being positive for indole production under DYGS 

liquid medium in concentrations correlated with triptofane dose, denotating its 

importance as a precursor of the AIA biosinthesis. The analyses in chromatography 

coupled with mass spectrometry (CG/MS) of released substances by 

Gluconacetobacter diazotrophicus (PAL5) in liquid medium DYGS and LGI-P showed 

the compounds: acid indole-3-carboxaldehyde, acid indole-3-acetic, acid indole-3-

carboxylic methyl ester, indole-5-aldehyde and acid indole-3-acetic methyl ester. The 

same analyses in relation to released substances by Herbaspirillum seropedicae 

(HRC54) in liquid medium DYGS and JNFB showed the compounds indole-3-

carboxaldehyde and indol-5-aldehyde. Furthermore, evaluating the protein profile of 

H. seropedicae (HRC54) it was verified the presence of 15 to 18 proteins with 

molecular weight raging frm 20 to 210 KDa, which were secreted on DIGYS liquid 

medium. Ten of them were evaluated on mass spectroscopy which allows identifying 

a 68 KDa protein similar to DNA primase from Escherichia coli, a 27 KDa M protein 

from Streptococcus pyogenes and other unknowing proteins. 

 

Key words: Inoculum concentration, inoculant, biological nitrogen fixation, 

phytohormone. 

 

 



 

1 - INTRODUÇÃO GERAL 
 

 

A cultura da cana-de-açúcar tem contribuído para a independência econômica 

de inúmeros países tropicais. Esta cultura já proporcionou ao Brasil, no passado, 

dias de grande prosperidade e opulência, e, ainda hoje, é uma cultura de grande 

expressão econômica. O Brasil é o maior produtor mundial de cana-de-açúcar, 

seguido pela Índia e por Cuba. Aqui, ela é cultivada em diferentes tipos de solos que 

estão sob influência de diversos climas, com uma área plantada de 

aproximadamente 7,8 milhões de hectares e uma produtividade média superior a 76 

Mg/ha de colmos frescos (IBGE, 2008).   

Na década de 70, o Brasil implantou o maior programa de combustível 

biológico do mundo, o PROÁLCOOL, que além de atenuar a dependência brasileira 

pelo petróleo, permitiu reduzir a emissão de monóxido de carbono, hidrocarbonetos 

e óxidos de nitrogênio quando comparados com carros à gasolina. Assim, o país 

diminuiu a importação de petróleo em valores equivalentes a 200.000 barris por dia. 

Em termos sócio-econômicos representou a criação de cerca de 1 milhão de 

empregos e proporcionou a economia de 1,0 bilhão de dólares por ano na economia 

de divisas.  

Com as crescentes elevações dos preços internacionais do petróleo, o cultivo 

de cana-de-açúcar torna-se novamente promissor devido ao reconhecimento pela 

comunidade internacional, do uso desta cultura para o seqüestro de carbono 

atmosférico. Além disso, com os problemas ambientais decorrentes do uso de 

combustíveis fósseis, a cana-de-açúcar vem sendo utilizada para produzir energia 

por ser uma das melhores opções dentre as fontes renováveis. 

Novas variedades de cana-de-açúcar têm sido obtidas no Brasil através dos 

programas de melhoramento de cana-de-açúcar desenvolvidos pelo Instituto 

Agronômico de Campinas – IAC, Centro de Tecnologia Canavieira – CTC, Canavialis 

(Grupo Votoratin) e pelo programa RIDESA (Rede Interuniversitária para o 

Desenvolvimento Sucroalcooleiro), constituído pelas universidades federais (UFRPE, 

UFAL, UFGO, UFV, UFRRJ, UFSCar, UFPR). Estudos paralelos ao 

desenvolvimento dessas variedades, relacionados à FBN por bactérias diazotróficas 
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endofíticas em associação com estas plantas, têm sido realizados visando atender à 

crescente demanda pela produção de cana-de-açúcar.  

A cana-de-açúcar demanda grande quantidade de N, porém apresenta uma 

baixa resposta à adubação nitrogenada. Este fato sugere que a interação de alguns 

microrganismos diazotróficos endofíticos com estas plantas seja um sistema natural 

de reposição do N exportado, anualmente dos solos, pela colheita. No Brasil, a dose 

de N-fertilizante recomendada pela COPERSUCAR (Cooperativa de Produtores de 

Açúcar e Álcool de São Paulo) para a cana-de-açúcar é de 50 kg N ha-1 ano-1 para 

cana planta e 100 kg N ha-1 ano-1, a partir da primeira soca (COPERSUCAR, 2000). 

Entretanto, estudos evidenciam que a FBN pode contribuir com até 60% de 

todo o N acumulado pelas plantas de cana-de-açúcar (BODDEY et al., 2001; XAVIER, 

2002). Esta contribuição pode depender do genótipo da planta e sua interação com 

os diversos gêneros de bactérias diazotróficas endofíticas (OLIVEIRA et al., 2002). 

Outros fatores como a classe de solo sob cultura, a disponibilidade de nitrogênio 

mineral, além de fatores ambientais como a precipitação pluviométrica também 

influenciam nesta taxa de contribuição. Já a quantificação da FBN associada às 

plantas de cana-de-açúcar, cultivadas no campo e sem inoculação, evidenciou 

contribuições variando de zero a 70%, conforme demonstrado através da técnica de 

abundância natural de delta 15N (POLIDORO et al, 2001; BODDEY et al., 2001). 

Além do benefício obtido pela planta através da FBN, efeitos no crescimento 

vegetal promovido por microrganismos endofíticos estão relacionados também à 

síntese de substâncias reguladoras do crescimento vegetal, indução de resistência a 

doenças e aumento da disponibilidade de nutrientes. Além disso, a colonização 

vegetal por essas bactérias pode levar a um aumento tanto na densidade de pêlos 

radiculares como na taxa de emissão de raízes secundárias e do aumento da 

superfície radicular. Estas alterações podem acarretar um aumento da absorção de 

água, nutrientes e resistência a estresses ambientais (OLIVARES et al., 2002; 

FERREIRA, 2002). 

Uma das formas de reprodução vegetativa da cana-de-açúcar é a técnica de 

micropropagação, a qual possibilita a obtenção de mudas com características 

genéticas originais, excelente grau de fitossanidade e rápida multiplicação. 

Entretanto, além de eliminar os microrganismos patogênicos, também promove a 

eliminação das bactérias benéficas, acarretando assim prejuízos às plantas 

(MORAES, 1995). Outra forma de reprodução destas plantas é a propagação através 
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de toletes, segmentos de colmo de uma a três gemas, os quais podem ser ou não 

tratados termicamente. O tratamento térmico de toletes tem por objetivo a redução 

ou controle do raquitismo da soqueira e outras doenças, com possíveis reflexos 

positivos na produtividade dos canaviais (CHAVES et al., 2002).  

A introdução ou reintrodução de bactérias diazotróficas endofíticas em plantas 

micropropagadas ou toletes de cana-de-açúcar tem auxiliado os estudos da 

associação plantas/bactérias diazotróficas. Além disso, tem perimitido avaliar o 

potencial de FBN e de outros mecanismos de promoção de crescimento vegetal 

resultantes desta interação. Nesse contexto, a introdução/reintrodução destas 

bactérias em plantas de cana-de-açúcar, constitui um momento adequado para o 

uso de uma bactéria ou mistura bacteriana visando à promoção de crescimento 

destas plantas. No entanto, diante da complexidade da biota endofítica, não se 

conhece os principais microrganismos que integram a comunidade bacteriana 

promotora do crescimento vegetal, bem como a técnica adequada para a introdução 

destas bactérias nas referidas plantas. 

Avanços no melhor entendimento e aproveitamento da interação bactérias 

endofíticas e plantas de cana-de-açúcar dependem de estudos de avaliação dos 

genótipos bacterianos e das variedades desta cultura. Estas avaliações, associadas 

a uma correta e eficiente metodologia de inoculação, podem ser um fator diferencial 

para o aumento da produtividade, redução dos custos de produção e possível 

geração de um inoculante para uso em larga escala em sistemas de produção 

agrícola. 

No presente trabalho, foi realizada a avaliação de metodologias de inoculação 

de bactérias diazotróficas endofíticas em plantas de cana-de-açúcar. Esta avaliação 

foi baseada na premissa de que a maximização do potencial de crescimento destas 

plantas ocorre em função de  fatores como o número adequado de células no 

inóculo associado a um eficiente método de inoculação. Este método deve favorecer 

uma maior sobrevivência das células e aumentar a possibilidade de infecção e 

colonização das plantas. Ainda neste sentido, foram identificadas algumas 

substâncias secretadas por bactérias endofíticas crescidas em condições in vitro. 

Estas substâncias estão relacionadas à ação bioestimulante sobre plantas de cana-

de-açúcar, com ênfase em substâncias reguladoras de crescimento.  

Os objetivos principais deste trabalho foram: i) aprimorar as bases 

tecnológicas da inoculação de bactérias diazotróficas endofíticas em plantas 
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micropropagadas e toletes de cana-de-açúcar; ii) identificar substâncias secretadas 

por bactérias diazotróficas em meio de cultura, candidatas a estimular o crescimento 

de plantas de cana-de-açúcar por mecanismos outros que não a fixação biológica de 

nitrogênio.  
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2 - REVISÃO DE LITERATURA 
 

2.1 - A Cultura da Cana-de-Açúcar 
 

A cana-de-açúcar constitui o único produto de origem agrícola, destinado à 

alimentação, que ao longo dos séculos foi alvo de disputas e conquistas, 

mobilizando homens e nações (MIOCQUE, 1993). Provavelmente oriunda do sudeste 

da Ásia, nas regiões de Assam e Bengala, a cana-de-açúcar se expandiu no 

Ocidente. Obteve um maior desenvolvimento no continente americano, onde ocupou 

extensas áreas, constituindo, desde os tempos coloniais, a principal atividade 

econômica dessas regiões (PIMENTEL GOMES e LIMA, 1964).  

Para o Brasil, estas plantas foram trazidas em 1530 pelos colonizadores 

portugueses, como sustentáculo econômico das capitanias hereditárias. Os 

historiadores afirmam que a introdução da cana-de-açúcar no Brasil, quase se 

confunde com a história da civilização de nosso país. Os primeiros cultivos foram 

realizados na Capitania de São Vicente, com mudas trazidas da Ilha da Madeira por 

Martim Afonso de Souza. O primeiro engenho do Brasil, segundo a maioria dos 

historiadores, foi o que Jerônimo de Albuquerque estabeleceu em Olinda, em 1540, 

com a denominação de Nossa Senhora da Ajuda (ANDRADE, 1985). 

O Brasil, pelas condições de clima e solo, em especial na Região Nordeste, 

apresentava excelentes características para o plantio da cana-de-açúcar, o que 

conduziu a implantação desta monocultura, baseada no latifúndio, no trabalho 

escravo e na produção voltada para o mercado externo (CADERNOS TECNOLÓGICOS, 

2004). 

A primeira variedade de cana-de-açúcar cultivada comercialmente era 

conhecida como “cana criola”, resultado do cruzamento de variedades do grupo 

mungo (Saccharum barberi) e uma cana nobre (Saccharum officinarum), importada 

para a América por Cristóvão Colombo, tendo sido cultivada por mais de 250 anos. 

No Brasil, a variedade Caiana foi amplamente cultivada, sendo responsável pela 

produção mundial do açúcar durante quase um século (ANDRADE, 1985). 

Com a contínua importação de novas variedades apareceram os problemas de 

moléstias como o mosaico. A primeira ocorrência se deu em Campos - RJ, em 1838 

expandindo-se para São Paulo, Pernambuco e Santa Catarina (MATTOS, 1942). Esta 
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moléstia contribuiu para a quase extinção da variedade Caiana, aumentando o 

interesse dos melhoristas por outras variedades. Sua substituição se deu pela 

variedade Manteiga. Até o advento das variedades híbridas provenientes 

principalmente dos programas de melhoramento de Java, da Índia e do Brasil, as 

outras variedades nobres não chegaram a ser predominantes no manejo dos 

canaviais (PINTO, 1965).  

No início da década de 70, o Estado de São Paulo assumiu a liderança na 

produção e tecnologia de cana-de-açúcar no país. Neste período, novas opções de 

variedades para o plantio foram proporcionadas pelos programas de melhoramento 

genético da cana-de-açúcar: IAC (Instituto Agronômico de Campinas), RB 

(PLANALSUCAR) e as SPs (COPERSUCAR). Posteriormente, o censo varietal de 

1996 destacava as variedades dos programas de melhoramento das séries RB 

(República do Brasil) e SP como as variedades mais importantes no cenário 

sucroalcooleiro. 

No Estado do Rio de Janeiro, principalmente no município de Campos dos 

Goytacazes, a crise no setor sucroalcooleiro tem causado uma grande retração na 

atividade de usinas e destilarias. Como conseqüência, verifica-se uma redução de 

20% da área cultivada com esta cultura e uma das mais baixas produtividades 

agrícolas e rendimento industrial do país. A cana-de-açúcar é historicamente 

estratégica na geração de divisas para o Rio de Janeiro e com a crise do setor, 

torna-se necessária a elaboração de planos de recuperação da atividade 

sucroalcooleira neste Estado. 

 

2.1.1 - Algumas Características Botânicas 
 

A cana-de-açúcar pertence à classe Monocotyledoneae, família Poaceae, e 

ao gênero Saccharum, incluindo as espécies: Saccharum oficinarum L.; Saccharum 

spontaneum L.; Saccharum sinensis Roxburgo; Saccharum barberi Jeswiet e 

Saccharum robustum Jeswiet. (JESWIET, 1925, citado por BACCHI, 1983).  

O sistema radicular é composto por raízes temporárias, permanentes e 

adventícias, formando um sistema fasciculado bem desenvolvido com crescimento 

de até quatro metros ou mais. As raízes de S. officinarum concentram-se nos 20 cm 

superficiais do solo. Quando as plantas são originadas de sementes, possuem 

raízes primárias, secundárias e terciárias (CLEMENTS, 1980). Na reprodução em 
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forma de toletes, as primeiras raízes que se desenvolvem são as de fixação, 

originadas dos primórdios radiculares situados no entrenó. Após um período de 

aproximadamente 30 dias, começa o desenvolvimento das raízes dos perfilhos 

primários, secundários e assim sucessivamente, enquanto as raízes de fixação vão 

perdendo sua função. Cerca de 90 dias após o plantio, a planta passa a depender 

exclusivamente das raízes dos perfilhos (ROCHECOUSTE, 1967, citado por BACCHI, 

1983).  

O colmo é cilíndrico e de cores diferenciadas conforme a variedade (amarelo, 

creme, roxo ou listrado). É formado pelos entrenós, nós, folhas e inflorescência. 

Cada nó apresenta uma gema que se dispõe alternadamente ao longo do colmo. As 

gemas são protegidas pela bainha das folhas, que estão presas aos entrenós. As 

folhas mais velhas, ao caírem, deixam uma cicatriz acima da qual se situa a zona 

radicular, que contém os primórdios radiculares. Abaixo da cicatriz observa-se uma 

zona de concentração de cera, denominada zona cerosa. Cortado transversalmente, 

o colmo apresenta uma casca dura, fibras a polpa interna, mais macia. O tecido mais 

macio é composto principalmente de células que armazenam o caldo contendo 

açúcar. Esta polpa envolve as fibras, que são os feixes vasculares (CLEMENTS, 

1980). 

As folhas da cana-de-açúcar são lanceoladas de filotaxia oposta. São 

compostas pela lâmina e bainha, ligadas por uma porção internamente 

membranosa, denominada lígula. A base de sua sustentação é a nervura central, da 

qual saem várias nervuras paralelas, cada qual contendo um feixe vascular. Entre 

estas nervuras se estendem fileiras de estômatos, presentes nas duas faces da folha 

(BACCHI, 1983). 

 A semente da cana-de-açúcar é muito pequena e de cor marrom, quando 

madura. Trata-se de um fruto denominado de cariopse de 1,5 mm de comprimento 

por 0,5 mm de diâmetro transversal. Surge de uma inflorescência paniculada de 

flores hermafroditas. Cada flor possui apenas um óvulo por ovário e estames em 

número de três, com uma antera cada. Artificialmente, o florescimento pode ser 

controlado através do manejo de água e de nutrientes, bem como através de 

variações na época de plantio e de corte (BACCHI, 1983). 

O crescimento vegetal destas plantas é caracterizado pelo acúmulo de 

matéria seca, podendo ser caracterizado em diferentes fases. A primeira é 

caracterizada pela brotação de gemas, a exemplo da cultura de ciclo curto. Segue-
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se a esta uma fase de crescimento menos lento que as anuais. Após o 

desenvolvimento do sistema radicular e emergência das folhas mais duradouras, a 

planta entra na terceira fase. Nesta, ocorre um crescimento mais rápido, associado 

com maiores taxas fotossintéticas que darão suporte à produção econômica da 

cultura. A partir daí a cultura entra na fase de senescência (LUCCHESI, 1987). 

O solo, o clima, o manejo da cultura e a variedade de cana-de-açúcar são 

fatores que interferem na produção e qualidade de seus derivados. Em função disto, 

são constantemente estudados sob diferentes aspectos, objetivando promover um 

melhor rendimento da cultura e, conseqüentemente, maior lucratividade (DIAS, 

1997). 

 
2.2 - Bactérias Diazotróficas Endofíticas 
 

Devido ao estabelecimento de bactérias fixadoras de nitrogênio em tecidos de 

raízes e partes aéreas de plantas, tais microrganismos têm sido denominados 

diazotróficos endofíticos. Apesar de controvérsias, a definição mais aceita do termo 

endófito consiste de microrganismos que podem ser isolados de tecidos vegetais, 

superficialmente desinfestados, ou extraídos de dentro da planta, e que não causam 

danos visíveis ou induzem sintomas na planta (KLOEPPER et al., 1997). 

A capacidade de colonizar hábitats específicos no interior dos tecidos das 

plantas permite que estas bactérias estejam protegidas dos níveis de oxigênio que 

inibem a atividade da enzima nitrogenase. Além disso, permite que tenham acesso 

facilitado, com reduzida competição, por fontes de carbono. Desta forma, estas 

bactérias são beneficiadas e podem contribuir com a fixação do nitrogênio 

atmosférico diretamente nos tecidos das plantas.  Esta colonização pode ser local, 

como nos espaços intercelulares das células do córtex radicular ou pode ser 

sistêmica, sendo transportada através dos elementos condutores (JAMES et al., 

1994).  

Os microrganismos endofíticos entram nas plantas, principalmente através 

das raízes, porém, partes aéreas das plantas como as folhas, caules e cotilédones 

podem constituir sítios de infecção. Bactérias endofíticas parecem penetrar 

ativamente nos tecidos das plantas usando enzimas hidrolíticas como celulases e 

pectinases, além de usarem aberturas naturais ou provocadas por injúrias (QUADT-

HALLMANN et al., 1997; REINHOLD-HUREK e HUREK, 1998). O modo de dispersão das 
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bactérias endofíticas no ambiente pode ser via sementes, propagação vegetativa, 

partes mortas da planta ou insetos (BALDANI et al., 1997). 

Bactérias endofíticas podem atuar na promoção do crescimento vegetal 

através da fixação biológica de nitrogênio, síntese de hormônios vegetais e redução 

dos sintomas de doenças causadas por patógenos (CHEN et al., 1995). O fitormônio 

sintetizado pelas bactérias estimula o desenvolvimento radicular, aumenta a 

densidade e comprimento das raízes laterais e sua área superficial (OKON e 

LABANDERA-GONZALEZ, 1994; FERREIRA, 2002). Desta forma, a baixa tolerância de 

plantas axênicas a estresses pode estar associada, em partes, à ausência de 

microrganismos endofíticos (HALLMANN et al., 1997).  

Nesta revisão serão abordadas apenas as bactérias diazotróficas endofíticas 

que serão objeto deste estudo. 

 

2.2.1 - O Gênero Azospirillum 
 

O gênero Azospirillum possui atualmente oito espécies, sendo sete 

consideradas diazotróficas e com capacidade de colonizar tanto a rizosfera quanto o 

interior de raízes de várias plantas forrageiras e cereais: A. lipoferum e A. brasilense 

(TARRAND et al., 1978), A. amazonense (MAGALHÃES et al., 1983), A. halopraeferens 

(REINHOLD et al., 1987), A. irakense (KHAMMAS et al., 1989), A. largimobile (DEKHIL et 

al., 1997), A. dobereinerae (ECKERT et al., 2001) e A. oryzae (XIE e YOKOTA, 2005). 

Descrito por TARRAND et al. (1978), a espécie mais importante deste gênero é 

A. brasilense, por acumular maior número de informações sobre aspectos 

fisiológicos e moleculares. As espécies A. lipoferum e A. brasilense são encontrados 

freqüentemente colonizando a maioria das plantas de regiões tropicais e temperadas 

de interesse agronômico como milho, sorgo, arroz e trigo (BALDANi et al., 1984; 

BALDANI et al., 1997). A. lipoferum também foi isolada de raízes de cevada na região 

sul do Brasil (DIDONEt et al., 1998), predominado em raízes e folhas da forrageira 

Miscanthus sinensis cultivada na Alemanha (KIRCHHOF et al., 1997) e representou 

85% dos isolados de Azospirillum obtidos de solo cultivados com arroz nas Filipinas 

(LADHA et al., 1983).  

A espécie A. amazonense, inicialmente isolada de plantas forrageiras e da 

palmeira Bactrix grassipus (MAGALHÃES et al., 1983), coloniza os cereais milho, arroz 

e sorgo e também as raízes, caule e folhas de cana-de-açúcar. Esta espécie, 
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juntamente com A. lipoferum e A. brasilense, tem sido encontrada em altos números 

podendo chegar a 107 células por grama de massa fresca (BALDANI et al., 1997).  

De ocorrência mais restrita, poucos trabalhos são encontrados referentes às 

demais espécies. A. halopraeferens, foi isolada somente do rizoplano e raízes da 

Poaceae Kallar, crescida em solos salinos no Paquistão (REINHOLD et al., 1987). A. 

irakense só foi encontrada em amostras da rizosfera e raízes de plantas de arroz 

cultivadas no Iraque (KHAMMAS et al., 1989). A. largomobile tem sua ocorrência 

restrita às águas de um lago na Austrália (DEKHIl et al., 1997) e não está descrita 

como fixadora de nitrogênio. A partir de plantas Miscanthus sinesensis, família 

Poaceae, foi isolada uma nova bactéria nomeada A. doebereinerae (ECKERT et al., 

2001). A. oryzae, a última espécie descrita, como o próprio nome sugere, foi isolada 

de raízes de arroz em 1982, no Japão (XIE e YOKOTA, 2005). 

  

2.2.2 - O Gênero Herbaspirillum  
 

O gênero Herbaspirillum foi descrito juntamente com a primeira espécie, H. 

seropedicae (BALDANI et al., 1986), uma bactéria diazotrófica associada às poaceas 

no Brasil. Posteriormente, bactérias desta espécie foram isoladas de raízes, folhas e 

colmos de cana-de-açúcar, Brachiaria decumbens e Digitaria decumbens (OLIVARES 

et al., 1996), de raízes, caules e folhas de cana-de-açúcar cultivada na Austrália 

(BODDEY et al., 1998), dendezeiro e pupunheira (FERREIRA et al., 1995), bananeira 

(CRUZ et al., 2001), detectada em capim elefante (REIS et al., 2000) e isolada em 

associação com arroz inundado (RODRIGUES, 2004; Brasil, 2005).  

H. rubrisubalbicans originalmente descrito como Pseudomonas 

rubrisubalbicans (GILLIS et al., 1991) foi reclassificada por BALDANI et al. (1996). Tem 

sido encontrada em associação com cana-de-açúcar e raízes de Digitaria insularis 

crescida no interior da plantação de cana-de-açúcar (OLIVARES et al., 1996). Foi 

detectada também em capim elefante (REIS et al., 2000), abacaxizeiros e bananeiras 

(CRUZ et al., 2001).  

H. frisingense foi descrita a partir do isolamento de amostras de tecidos de 

raízes e colmos de diversos genótipos de capim elefante coletados no Brasil, e das 

poaceas Spartina pectinata, Miscanthus sinensis e M. sacchariflorus, coletadas na 

Alemanha (KIRCHHOF et al., 2001).  
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Das espécies descritas e propostas, apenas H. seropedicae, H. 

rubrisubalbicans e H. frisingense fixam nitrogênio em associação com plantas não 

leguminosas. A mais nova espécie diazotrófica descrita, H. lusitanum, foi isolada de 

nódulos de raízes de feijão coletados em Portugal (VALVERDE et al., 2003). 

 
2.2.3 - O Gênero Gluconacetobacter 

 

Dentre as bactérias descritas neste gênero, as espécies fixadoras de 

nitrogênio atmosférico são G. diazotrophicus, G. azotocaptans e G. johannae. 

Gluconacetobacter diazotrophicus foi isolada por CAVALCANTE e DÖBEREINER 

(1988) a partir de tecidos de cana-de-açúcar cultivados nos estados brasileiros 

Alagoas, Pernambuco e Minas Gerais. Esta bactéria foi inicialmente denominada de 

Saccharobacter nitrocaptans. Estudos de homologia DNA-RNA (GILLIS et al., 1989), 

possibilitaram sua reclassificação em Acetobacter diazotrophicus e mais tarde foi 

incorporada ao gênero Gluconacetobacter (YAMADA et al., 1997). 

 Gluconacetobacter diazotrophicus possui poucos hospedeiros, tendo sido 

encontrada em associação com plantas ricas em açúcar como a cana-de-açúcar, 

batata-doce e capim cameroon, todas apresentando propagação vegetativa 

(DÖBEREINER, 1992). Esta bactéria foi isolada de inúmeras variedades de cana-de-

açúcar crescidas nas diversas regiões do Brasil, tendo sido encontrada também na 

Austrália (LI e MACRAE, 1991), Cuba (FUENTES-RAMIREZ et al., 1993), Argentina 

(DONG et al., 1994) e México (BELLONE et al., 1997). Esta bactéria coloniza raízes, 

colmos e folhas de cana-de-açúcar em números de até 106 células g-1 de massa 

fresca (REIS et al., 1994; BODDEY et al., 1998).  

Esta bactéria apresenta baixa diversidade genética (CABALLERO-MELLADO et 

al., 1994; CABALLERO-MELLADO et al., 1995), sua população presente nos tecidos de 

cana-de-açúcar diminui consideravelmente com o avançar da idade da planta (SILVA, 

1999; PERIN, 2003; MUÑOZ-ROJAS et al., 2003) e condições favoráveis de nível de 

nitrogênio (FUENTES-RAMÍRES et al., 1999; MUTHUKUMARASAMY, 1999; REIS Jr et al., 

2000). 

Segundo LEE et al. (2004) a bactéria Gluconacetobacter diazotrophicus 

apresenta dois efeitos benéficos principais em cana-de-açúcar associados à FBN e à 

produção de substâncias promotoras de crescimento destas plantas. 
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G. azotocaptans e G. johannae foram isoladas de rizosfera e rizoplano de 

plantas de café cultivadas no México (FUENTES-RAMÍREZ et al., 2001) e amostras de 

rizosfera de café cultivados no Brasil (SANTOS et al., 2006).  

 
2.2.4 - O Gênero Burkholderia 
 

Bactérias diazotróficas deste gênero foram isoladas inicialmente de arroz 

(OLIVEIRA, 1992), mandioca (BALOTA, 1994), batata doce, algumas frutíferas e 

posteriormente de cana-de-açúcar (BALDANI et al., 1996). 

Estudos utilizando a atividade de redução de acetileno (ARA) e a técnica de 

reação da DNA polimerase (PCR) para amplificar os genes nifHDK, em diversas 

espécies do gênero, identificaram a riqueza desconhecida de espécies diazotróficas 

(ESTRADA de LOS SANTOS et al., 2001).  

Bactérias diazotróficas do gênero Burkholderia também se associam com 

plantas leguminosas, formando nódulos. As espécies B. tuberum e B. phymatum 

(VANDAMME et al., 2002), foram isoladas de Aspalathus carnosa, na África do Sul e 

Machaerium lunatum, na Guiana Francesa. Os dados disponíveis até o momento 

mostram que as bactérias que nodulam plantas leguminosas e, aquelas associadas 

às não leguminosas, são diferentes (VANDAMME et al., 2002). 

Em cana-de-açúcar, duas espécies foram recentemente descritas. B. unamae 

(Caballero-Mellado et al., 2004), isolada de cana-de-açúcar, café e milho de 

diferentes lugares do México e B. tropica (Reis et al., 2004), isolada de plantas de 

cana-de-açúcar no Brasil e África do Sul, solo nos EUA e milho no México. Inúmeros 

isolados das espécies B. tropica, B. kururiensis e B. caribensis foram obtidos a partir 

de amostras de cana-de-açúcar brasileiras e australianas (BODDEY, 2002). 

    

2.3 - Bactérias Diazotróficas e a Promoção do Crescimento Vegetal 
 

Rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (PGPR) compõem um 

grupo heterogêneo de bactérias que podem ser encontradas na rizosfera e 

superfície da raiz atuando no crescimento das plantas de forma direta e indireta 

(AHMAD et al., 2008). Estas bactérias apresentam a habilidade de converter 

nutrientes importantes da forma indisponível para a disponível. Esta conversão 
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ocorre através de processos biológicos e sob a influência de fatores ambientais 

como, por exemplo, o tipo de solo (VESSEY, 2003). 

Indiretamente, a promoção de crescimento de plantas também ocorre quando 

as PGPR diminuem ou evitam os efeitos deletérios de um ou mais organismos 

fitopatogênicos. A ação direta ocorre quando envolve a liberação de compostos 

sintetizados pela bactéria ou quando a presença da bactéria facilita a obtenção de 

nutrientes do ambiente (GLICK, 1995). Amplos grupos de organismos têm sido 

considerados promotores de crescimento vegetal como espécies de Pseudomonas, 

Enterobacter, Alcaligens, Burkholderia, Azospirillum, Bacillus (OKON e LABANDERA-

GONZALEZ, 1994; Glick, 1995). Neste sentido, PGPR inclui as rizobactérias fixadoras 

de nitrogênio atmosférico que colonizam a rizosfera fornecendo nitrogênio para as 

plantas (GLICK, 1995). 

Os mecanismos de ação direta das PGPR incluem, por exemplo, a fixação 

biológica de nitrogênio, síntese de sideróforo (BAR-NESS et al., 1992), produção de 

fitormônios (BASTIÁN et al., 1998; GLICK et al., 1999), solubilização de fósforo e zinco 

(SUNDARA et al., 2002; SARAVANAN et al., 2007), dentre outros. Já os mecanismos de 

ação indiretos incluem a supressão de organismos deletérios do ambiente endofítico 

através de competição ou antibiose (NEJAD e JOHNSON, 2000, SOMERS, et al., 2005), 

redução de fatores de estresses como etileno endógeno (ENYEDI et al., 1992), 

antagonismos a fitopatógenos (TSIMILI-MICHAEL et al., 2000; PIÑÓN et al., 2002), 

dentre outros. 

No entanto, nesta revisão, serão apresentados os eventos biológicos FBN e 

produção de fitormônios, responsáveis pela promoção de crescimento de plantas e 

realizados por bactérias promotoras do crescimento vegetal. 

 

2.3.1 - Fixação Biológica de Nitrogênio 
 

O nitrogênio molecular (N2) constitui 78% da atmosfera, necessitando ser 

transformado em formas combinadas, passíveis de serem aproveitadas pelas 

plantas (NH4
+, por exemplo). Esta transformação ocorre com gastos energéticos 

elevados, sendo necessário cerca de 15 Mcal para obtenção de 1 kg de N-

fertilizante a partir do N do ar (MACEDO e KOLLER, 1997), requerendo energia 

derivada de combustíveis fósseis (Processo Haber-Bosch). Estes combustíveis 

possuem reservas limitadas, e conseqüentemente preços crescentes. Sendo assim, 
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é possível que o uso de plantas que se utilizam do N fixado pelas bactérias 

diazotróficas, seja uma das formas mais viáveis de disponibilizar o nitrogênio 

necessário para as culturas agrícolas. 

A estabilidade do gás N2 é devido à presença de uma forte interação 

covalente, ligação tripla, entre os dois átomos de N. Apenas uma porção dos 

organismos do grupo dos procariotos consegue converter, via enzima nitrogenase, o 

nitrogênio da atmosfera em amônia, a qual pode ser incorporada para o crescimento 

e manutenção das células. Estes organismos são denominados diazotróficos, e, o 

mecanismo responsável pela incorporação de N à biomassa, é denominado fixação 

biológica de nitrogênio (FBN).  

Há muitos gêneros e espécies capazes de realizar a FBN e que estão 

distribuídos no ambiente e associados às plantas. Essas associações podem variar 

em especificidade, estrutura, localização e microrganismo responsável. Existem as 

bactérias denominadas simbióticas, que são capazes de formar nódulos e 

pertencem principalmente ao grupo do rizóbio e do gênero Frankia. Há também 

bactérias que colonizam os tecidos internos das plantas e são denominadas de 

bactérias endofíticas. Um terceiro grupo forma associações na superfície dos tecidos 

radiculares, sobrevivem bem no solo e são caracterizados como espécie-

específicas, sendo denominadas associativas (BALDANI et al., 1997). Todos esses 

microrganismos têm em comum a presença do complexo enzimático nitrogenase. 

Além desse grupo de bactérias heterotróficas, existem as cianobactérias de vida 

livre, cianobactérias simbióticas, bactérias que vivem no trado digetivo de animais, 

líquens e arqueas minerotróficas, domínio Archaea (REIS et al., 2006). 

A FBN realizada por organismos procariotos e a transferência e/ou 

disponibilização deste nitrogênio assimilado para o metabolismo vegetal constitui o 

mecanismo mais estudado de promoção do crescimento vegetal. A contribuição das 

bactérias diazotróficas para a nutrição de plantas leguminosas através da FBN é 

bastante conhecida. No entanto, entre as espécies não leguminosas, a ocorrência 

da FBN ainda é motivo de muita discussão apesar dos vários trabalhos de 

inoculação mostrando a contribuição destas bactérias em diferentes plantas não 

leguminosas. 

Bactérias diazotróficas em associação com algumas plantas apresentam 

importante contribuição na nutrição nitrogenada das mesmas. Estudos têm mostrado 

contribuições na ordem de 70% do nitrogênio necessário ao desenvolvimento da 
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cana-de-açúcar (URQUIAGA, 1992) e de 20 a 25% ao da cultura do arroz (BALDANI e 

BALDANI, 2005). 

Além da incorporação de N no ecossistema, a FBN tem um papel 

fundamental na preservação do meio ambiente, principalmente pela redução dos 

níveis de nitrato lixiviado para lagos e rios advindos de fertilizantes nitrogenados. 

Estas perspectivas fazem da FBN um processo com elevado potencial de aplicação 

na agricultura comercial, e tem sido alvo de pesquisas desenvolvidas no Brasil e no 

mundo. 

Até o momento sabe-se que a FBN em plantas não leguminosas poderá 

contribuir e não suprir toda a necessidade de nitrogênio, e alguns fatores como 

genótipo da planta e da bactéria precisam ser levados em consideração para obter 

melhores resultados, bem como fatores bióticos e abióticos do meio. 

 

2.3.2 - Produção de Fitormônio 
 

Fitormônios são substâncias orgânicas que em baixas concentrações (menos 

de 1 mM) promovem, inibem ou modificam o crescimento e desenvolvimento de 

plantas. Seis principais grupos de fitormônios são identificados: giberelinas, 

citocininas, ácido abscísico, etileno, brassinosteróides e auxinas (MARTÍNEZ-MORALES 

et al., 2003). O principal representante do grupo auxinas é o hormônio ácido indol 

acético (AIA). Este hormônio é uma molécula sinal importante na regulação do 

desenvolvimento das plantas. Seu papel central é o de regulador de crescimento, o 

que torna a planta dependente de mecanismos de estreito controle de sua 

concentração (NORMANLY, 1997). 

Diversos grupos de microrganismos do solo, epifíticos e endofíticos têm 

demonstrado capacidade de biosíntese de ácido indol acético (AIA) e seus 

conjugados. Esta habilidade pode ser demonstrada por cerca de 80% das bactérias 

isoladas da rizosfera (LEINHOS e VACEK, 1994, citado por PATTEN e GLICK, 1996). 

Este fato está relacionado às condições variáveis e fatores como temperatura, pH e 

disponibilidade de nutrientes neste ecossistema (PATTEN e GLICK, 1996; LEE et al., 

2004). 

A produção de hormônios vegetais associada a microrganismos diazotróficos 

tem sido demostrada em Azotobacter chroococum e Azotobacter vinelandii 

(MARTÍNEZ-TOLEDO et al., 1988), em Rhizobium spp. (BADENOCH-JONES et al., 1982), 
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Agrobacterium tumefaciens (MORIS, 1986), A. rhizogenes (WHITE e NESTER, 1980), 

Bradyrhizobium spp. (MINAMISAWA et al., 1996; VEGA-HERNÁNDEZ, et al., 2002),  

Azospirillum spp. (MARTÍNEZ-MORALES et al., 2003; SOMERS et al., 2005), 

Gluconacetobacter diazotrophicus (BASTIÁN et al., 1998; PEDRAZA, et al., 2004), 

Herbaspirillum seropedicae (BASTIÁN et al., 1998), dentre outros. 

O principal hormônio produzido por estirpes de Azospirillum é uma auxina, o 

ácido indol acético (AIA) (CROZIER et al., 1988), além de outros compostos indólicos 

como o ácido-3-indolbutírico (MARTÍNEZ-MORALES et al., 2003), também produzem 

citocininas (CACCIARI et al., 1989) e giberelinas (BOTTINI et al., 1989). Em 

sobrenadante de meio de cultura definido das espécies Herbaspirillum seropedicae e 

Gluconacetobacter diazotrophicus foram detectados AIA e giberelinas A1 e A3 

(BASTIÁN et al., 1998). RADWAN et al. (2002) constataram a produção de indóis por 

estirpes de Herbaspirillum, incluindo H. rubrisubalbicans e outros isolados não 

identificados. 

Mecanismos genéticos fundamentais envolvendo a biosíntese e regulação do 

AIA têm sido estudados em Pseudomonas, Agrobacterium, Rhizobium, 

Bradyrhizobium, Azospirillum e múltiplas vias para a biosíntese de AIA tem sido 

identificadas, sejam elas dependente ou independente de triptofano (GLICK et al., 

1999).  

A biosíntese do AIA, dependente de triptofano, possui três vias principais: ácido 

indol-3-pirúvico (AIP), indol-3-acetamida (IAM) e a via triptamina (TAM) (MÜLLER e 

WEILER, 2000). A via AIP é a mais comum e envolve uma reação de desaminação 

para formar AIP, seguido por uma descarboxilação para formar o indol-3-acetaldeído 

(IAld). Este é, então, oxidado a AIA por uma desidrogenase específica. A via IAM 

envolve as enzimas triptofano monoxigenase e a indol-3-acetamida hidrolase. Já a 

via TAM é semelhante à do AIP, exceto pela ordem inversa das reações de 

desaminação e descarboxilação, bem como outras enzimas envolvidas (PATTEN e 

GLICK, 1996). 

Embora haja suspeitas da existência de vias de síntese de AIA, independente 

do triptofano, nenhuma abordagem genética disponível pode confirmar e definir a 

existência de tais vias (NORMANLY, 1997). Entretanto, a elucidação das vias e suas 

regulações é essencial no entendimento do papel do AIA no estabelecimento e 

funcionamento da associação planta/bactéria (ZAKHAROVA et al., 1999). 
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Segundo PRINSEN et al. (1993), cerca de 90% das estirpes da bactéria 

Azospirillum brasilense sintetizam AIA numa via dependente de triptofano. Diferentes 

vias de síntese deste hormônio por bactérias do gênero Azospirillum já foram 

identificadas como as vias indol-3-acetamida (IAM) e ácido indole-3-pirúvico (AIP) 

(DOBBELAERE et al., 1999; LAMBRECHT et al., 2000). 

Algumas bactérias em interação com plantas podem liberar altos conteúdos de 

AIA, alterando o balanço local de hormônios endógenos e provocando respostas no 

hospedeiro, as quais dependem da concentração do fitormônio gerado, tipo de 

hospedeiro e sua sensibilidade a este hormônio (GLICK et al., 1999).  

O interesse em estudar a produção de fitormônios por bactérias endofíticas não 

se restringe a seu efeito fisiológico no desenvolvimento das plantas, mas também 

sob o ponto de vista de identificação de seu possível papel na associação 

planta/bactéria (COSTACURTA e VANDERLEYDEN, 1995).  A função da biosíntese de 

fitormônios em microrganismos não está bem elucidada. Em vários casos de fungos 

e bactérias patogênicos, estes compostos são envolvidos na patogenia de plantas 

(COSTACURTA e VANDERLEYDEN, 1995). No entanto, entre os efeitos no crescimento 

vegetal ocorrem estímulos ao desenvolvimento de raízes laterais e alongamento das 

raízes primárias (FERREIRA, 2002 e OLIVARES et al., 2002). 

Fitormônios produzidos por bactérias associadas a plantas são considerados 

chave na estimulação do crescimento vegetal, na fitopatogênese e interações 

associativas e endofíticas plantas/microrganismos (CHRISTIANSEN-WENIGER, 1998). 

 

2.4 - Fatores Bióticos e Abióticos na Associação Cana-de-Açúcar/Bactérias 
Diazotróficas 
 

Bactérias endofíticas promotoras de crescimento vegetal associadas à cana-

de-açúcar são descritas como responsáveis por importantes contribuições ao 

desenvolvimento destas plantas. O caráter endofítico destas espécies tem atribuído 

a estas um maior potencial na associação benéfica com as plantas. Porém, pouco se 

sabe sobre o comportamento destas espécies na ausência da planta hospedeira 

(BALDANI et al., 2002). 

Bactérias endofíticas têm baixa sobrevivência no solo (BALDANI et al., 1997), 

embora tenha sido demonstrado que a morte celular é influenciada pelo teor de 

umidade do solo no momento da inoculação (OLIVEIRA et al., 2004). A população 
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bacteriana é influenciada também pelo estádio nutricional das plantas e fertilização 

nitrogenada (FUENTES-RAMIREZ et al., 1999; REIS JR et al., 2000; MUTHUKUMARASAMY 

et al. 2002). Esta população diminui drasticamente em relação à idade da planta, 

mesmo desconsiderando o nível de fertilizante nitrogenado, genótipo bacteriano e 

variedade de cana-de-açúcar (MUNÕZ-ROJAS e CABALLERO-MELLADO, 2003). 

Segundo Lingle et al. (2000), quando a cana-de-açúcar é cultivada em solos 

salinos ou irrigada com águas nestas condições, a produtividade e qualidade do 

caldo de cana são reduzidas. Já o acúmulo de cloreto de sódio em tecidos destas 

plantas afeta o metabolismo e fisiologia dos organismos endofíticos resultando em 

significante redução de produtividade (CHOWDHURY et al., 1997).  

Segundo TEJERA et al. (2006), altas concentrações de aminoácidos no apoplasto 

de cana-de-açúcar, crescidas em condições de altas doses de nitrogênio fertilizante, 

podem inibir o processo de FBN. Segundo estes autores, há possibilidades do 

número de bactérias diazotróficas no apoplasto ser controlado também pelo 

conteúdo de algum aminoácido. A baixa concentração de aminoácidos na seiva do 

apoplasto de plantas inoculadas quando comparadas com plantas não inoculadas 

também ajuda na hipótese de que estes compostos possam estar envolvidos na 

associação planta/bactéria. 

 Estes e outros fatores influenciam tanto a FBN quanto a produção de 

fitormônios. A FBN pode ser influenciada diretamente em maior ou menor 

intensidade por alguns fatores como: umidade (BODDEY e DÖBEREINER, 1984), 

disponibilidade de molibdênio (POLIDORO, 2001), variedade das plantas (REIS JR et 

al., 2000; OLIVEIRA et al., 2006), aplicação de nitrogênio (MUTHUKUMARASAMY et al., 

1999; REIS JR et al., 2000), tipo de propagação das plantas (OLIVEIRA et al., 2002; 

CANUTO et al., 2003). Por outro lado, a limitação de fontes de carbono, e 

consequente redução da taxa de crescimento, podem ser necessárias para 

biosíntese de AIA em Azospirillum brasilense. Tal fato resultaria em algumas 

implicações como a biosíntese de AIA em Azospirillum brasilense ser ativada por 

fatores de estresse, incluindo estresse de carbono e nitrogênio e a entrada na fase 

estacionária (ONA et al., 2005). 
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2.5 - Inoculação de Bactérias Diazotróficas Endofíticas em Plantas de Cana-de-
Açúcar 
 

Uma das possibilidades de introdução de bactérias diazotróficas endofíticas 

em plantas de cana-de-açúcar é a inoculação de sementes desta cultura. Estudos 

com este objetivo foram realizados indicando uma viabilidade no estudo da 

associação de bactérias diazotróficas com estas plantas. Desta forma, a inoculação 

de sementes de cana-de-açúcar, com bactérias diazotróficas, pode permitir que as 

plantas geradas possam ser beneficiadas do processo de FBN já que estariam 

sendo colonizadas por bactérias previamente selecionadas. Em estudos preliminares 

foi observado por GOI et al. (1998) uma forte influência da inoculação de G. 

diazotrophicus e Azospirillum lipoferum no aumento de raízes de plantas de cana-de-

açúcar. Posteriormente, SILVA et al. (1999), observaram que a colonização das 

bactérias em plantas oriundas de sementes ocorreu na rizosfera e também nas 

células do córtex de raiz na inserção da base do colmo. Posteriormente, foi realizada 

uma seleção de estirpes de bactérias endofíticas para uso como insumo biológico 

em plantas de cana-de-açúcar oriundas de sementes (CANUTO et al., 2003). 

A inoculação de bactérias diazotróficas em plantas micropropagadas de cana-

de-açúcar tem sido realizada com sucesso. Estudos foram realizados visando 

promover modificações no meio de cultura tradicional MS (MURASHIGE e SKOOG, 

1962) para o cultivo de tecidos vegetais, com o objetivo de manter um equilíbrio 

entre a solução de nutrientes e uma melhor associação planta/bactéria (REIS et al., 

1999). O protocolo desenvolvido descreve a inoculação das bactérias ao final do 

período de enraizamento das plântulas, fase III do processo de micropropagação. O 

meio MS tradicional foi modificado pela supressão de hormônios ou vitaminas e pelo 

uso de 1/10 da concentração original de açúcares e minerais. A inoculação de 

bactérias diretamente no meio de cultura, durante o crescimento e diferenciação dos 

meristemas modificados, tem favorecido o estabelecimento dessas bactérias. O 

resultado destes estudos de infecção e colonização das plantas de cana-de-açúcar 

por bactérias diazotróficas endofíticas, vem garantindo elevadas populações 

bacterianas nestas plantas.  

Dentre os vários estudos de inoculação de bactérias utilizando esta tecnologia 

de cultura de tecidos vegetais, podem ser citados os de caracterização ecológica e 
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ultraestrutural da interação endofítica bactéria/cana-de-açúcar (BALDANI et al., 1997; 

OLIVARES, 1997; JAMES e OLIVARES, 1998; SILVA, 2005) e inoculação combinada de 

bactérias endofíticas e associativas respondendo por 30% do acúmulo de N na 

planta via FBN (OLIVEIRA et al. 2002). 

Outra tecnologia de inoculação de bactérias diazotróficas endofíticas em 

cana-de-açúcar é através da imersão direta de toletes, tratados ou não tratados 

termicamente, numa solução contendo bactérias. Alguns trabalhos têm sido 

realizados utilizando esta metodologia, porém há uma grande escassez de 

resultados com estes estudos. Há muitas dúvidas sobre o efetivo estabelecimento de 

populações bacterianas selecionadas, principalmente em toletes não tratados 

termicamente, o que tem dificultado a adoção de protocolos práticos de exploração 

desta tecnologia. 

 

2.6 - Respostas de Cana-de-Açúcar à Inoculação com Bactérias Endofíticas 
 

Sucessos de 60 a 70% em estudos de inoculação de Azospirillum em 

experimentos de campo têm sido mostrados em diversas plantas de interesse 

agrícola crescidas em diferentes solos e regiões climáticas, com aumento de 

produtividade variando de 5 a 30% (OKON e LABANDERA-GONZALEZ, 1994).  

Em cana-de-açúcar, contribuições da FBN na ordem de 60% têm sido 

relatadas para algumas variedades brasileiras (URQUIAGA et al., 1992). Outros 

resultados apresentaram uma incorporação de até 30% de nitrogênio via FBN, 

quando uma mistura de cinco espécies de bactérias diazotróficas foi inoculada in 

vitro em plantas micropropagadas de cana-de-açúcar (OLIVEIRA et al., 2002). Plantas 

inoculadas com mistura bacteriana e crescidas em condições de campo, durante 18 

meses, receberam contribuições de 20 a 30% do total de N acumulado em seus 

tecidos (OLIVEIRA et al., 2003). Outros estudos de quantificação da FBN utilizando a 

técnica delta 15N em plantas de cana-de-açúcar, colonizadas naturalmente por 

bactérias diazotróficas, mostraram contribuições para variedades de cana-de-açúcar 

cultivadas no Brasil em torno de 30% (BODDEY et al., 2001). No entanto, estes 
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valores variaram de 0 a 70% dependendo do nível de molibdênio disponível no solo 

(POLIDORO, 2001).  

MUTHUKUMARASAMY et al. (1999) mostraram um incremento na produção de 

biomassa e conteúdo de N em folhas de plantas de cana-de-açúcar oriundas de 

micropropagação e toletes, inoculadas com uma mistura de Gluconacetobacter 

diazotrophicus, Herbaspirillum spp., A. lipoferum e fungo micorrízico. Segundo estes 

autores, as plantas responderam a esta inoculação de forma similar às que 

receberam nitrogênio fertilizante em dose equivalente a 275 kg ha-1.  

Experimentos preliminares de inoculação de G. diazotrophicus em plantas 

micropropagadas de cana-de-açúcar mostraram aumentos de até 28% no peso da 

matéria fresca da parte aérea (BALDANI et al., 2000). Resultados bastante 

promissores também foram obtidos quando plantas micropropagadas de cana-de-

açúcar foram inoculadas com a bactéria Gluconacetobacter diazotrophicus (PAL5) 

em associação com pequenas doses de nitrogênio (Moraes e TAUK-TORNISIELO, 

1997). Neste trabalho, as plantas inoculadas e adubadas com 50 kg de N.ha-1 

atingiram a mesma produtividade das que receberam dose de N equivalente a 100 

kg.ha-1.  

CANUTO et al. (2003) trabalharam com plantas de cana-de-açúcar oriundas de 

sementes (híbrido Co421 x SP70-1143) e inoculadas com bactérias diazotróficas 

endofíticas. Estes autores verificaram uma contribuição da FBN que variou de 8 a 

28% e 39 a 52% na nutrição nitogenada destas plantas, utilizando a técnica de 

abundância natural de δ 15N e as culturas sorgo e Pennisetum como planta controle 

negativo, respectivamente. 

A inoculação de H. seropedicae (HRC54) e G. diazotrophicus (PAL5) na 

variedade RB72454, estimulou a atividade da H+ ATPase, provocou mudanças 

morfológicas radiculares e um incremento de nutrientes na fase inicial do 

estabelecimento da interação. Neste trabalho, foi observado ainda que a bactéria H. 

seropedicae contribuiu para o incremento da biomassa radicular, área foliar, 

conteúdo de clorofila e conteúdo de nutrientes (OLIVARES et al., 2002; FERREIRA, 

2002).  

As contribuições da FBN por bactérias associadas às plantas de cana-de-

açúcar são bastante variáveis e dependentes de interações específicas entre 

 



 22

genótipos bacterianos e vegetais (JAMES, 2000). Estas interações possuem um 

grande potencial de utilização pelos benéficos produzidos (BALDANI et al., 1997). 

 
2.7 - Desenvolvimento de um Produto Biotecnológico como Inoculante 

 

O termo inoculante bacteriano corresponde a toda formulação contendo uma 

ou mais estirpes (ou espécies) bacterianas benéficas em veículo econômico e de 

fácil uso, seja este orgânico, inorgânico ou sintetizado a partir de moléculas definidas 

(BASHAN, 1998). Segundo este mesmo autor, o termo biofertilizante tem sido 

amplamente utilizado, porém, de forma inadequada em substituição ao termo inóculo 

bacteriano. Usualmente, o termo biofertilizante se refere às preparações de 

microrganismos que podem ser parcial ou completamente substituídas por 

fertilizantes químicos. A razão para o uso do termo biofertilizante pode estar 

relacionada à maior facilidade de registro para uso comercial, em alguns países 

(BASHAN, 1998). 

O processo tecnológico de desenvolvimento de um inoculante pode ser 

independente da estirpe bacteriana, pois a maioria delas divide muitas propriedades 

fisiológicas, dentro da mesma espécie. Assim, uma metodologia definida para uma 

estirpe particular pode ser adaptada para outra, de mesma espécie, com poucas 

alterações (FAGES, 1992). No entanto, o mesmo pode não ocorrer para diferentes 

gêneros bacterianos. Um exemplo disto está relacionado às concentrações de 

bactérias requeridas, as quais não devem ser padronizadas, pois variam de uma 

bactéria para outra (BASHAN, 1998).  

Dentre as características desejáveis num produto a ser utilizado como 

inoculante, merecem destaque: i) a presença de características físicas e químicas 

uniformes; ii) qualidade consistente; iii) afinidade pela água; iv) de fácil produção; v) 

não apresentar toxidade; vi) ser de fácil manejo e vii) ser biodegradável e não 

oferecer riscos ambientais, dentre outras (BASHAN, 1998).  

Do ponto de vista comercial e agrícola, a longa sobrevivência das bactérias 

numa formulação inoculante torna este produto mais atrativo. Esta sobrevivência é 

dependente de diversas variáveis como: i) o meio de cultura utilizado para o 

crescimento da bactéria; ii) o estado fisiológico da cultura quando da coleta para o 

preparo do inóculo; iii) o veículo utilizado como carreador; iv) a taxa de desidratação, 

dentre outras (FAGES, 1990; PAUL et al., 1993).  
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O veículo e a forma de inoculação de bactérias diazotróficas em plantas têm 

sido abordados por vários autores, como responsáveis pelas variações na resposta 

desta inoculação. Alguns estudos mostram aumento de 35% na produção de grãos 

de trigo usando turfa granulada em comparação com inoculante oleoso, que induziu 

um aumento de apenas 19% (BALDANI et al., 1983). FALLIK e OKON (1996) obtiveram 

aumento de 15% na produção de grãos de milho quando usaram turfa granulada em 

comparação com a pulverização no sulco e semente peletizada, que aumentaram 11 

e 3%, respectivamente.  

FERREIRA et al. (2003) avaliaram diferentes veículos de inoculação das 

bactérias Herbaspirillum seropedicae e Burkholderia tropica em sementes de arroz. 

Estes autores observaram que as células permaneceram viáveis, mantidas em 

temperatura em torno de 5 ºC, em até 110 dias após a inoculação, na concentração 

de 108 células grama-1 de sementes para os veículos turfoso e oleoso. Em plantas 

crescidas em condições de campo, e inoculadas com as referidas bactérias, usando 

o veículo turfoso, estes autores observaram aumentos na produção de grãos na 

ordem de 38 e 16%, respectivamente. 

Sementes de milho recobertas com uma mistura à base de calcário foram 

inoculadas com a bactéria Herbaspirillum seropedicae associada a ácidos húmicos. 

O recobrimento das sementes não afetou a qualidade fisiológica das sementes 

inoculadas e armazenadas por até 60 dias em ambiente a 20 ºC e 70% de umidade 

relativa (CONCEIÇÃO, 2007). 

Apesar dos diversos experimentos conduzidos no intuito de avaliar os veículos 

e formas de inoculação de bactérias diazotróficas em plantas, poucas evidências 

existem na correta e adequada formulação de um inoculante. Da mesma forma, 

métodos de controle de qualidade para determinar o número de células viáveis neste 

inoculante não estão estabelecidos, bem como não há um regulamento do nível de 

contaminação aceitável na formulação de inoculantes (SMITH, 1992).    

Apesar deste cenário, muitos fabricantes, de pequeno e médio porte, têm 

lançado no mercado mundial, nas últimas décadas, produtos como inoculante 

similares em qualidade e quantidade. Na Itália, Alemanha e Bélgica foi desenvolvido 

um produto com nome comercial de Zea-NitTM, contendo uma mistura de A. 

brasilense (estirpe Cd) e A. lipoferum (estirpe Br17) comercializado nas formas de 

mistura com vermiculita ou líquida. Segundo os fabricantes, este produto reduziria a 

aplicação de 30 a 40% do nitrogênio necessário à cultura (OKON e LABANDERA-
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GONZALEZ, 1994). Na Argentina foi lançado lançou um produto denominado 

GraminanteTM à base de pó de carbonato de cálcio contendo uma mistura de 

estirpes de Azospirillum. Os fabricantes informam que o produto pode aumentar a 

produção de grãos em cerca de 20% (OKON e LABANDERA-GONZALEZ, 1994).  

Outros exemplos podem ser citados como: Soil implant®, inoculante à base de 

turfa não estéril (SMITH, 1995); Gold CoatTM, inoculante à base de vermiculita (PAAU 

et al., 1991, citado por BASHAN, 1998); Cell-Tech®, inoculante líquido para aplicação 

na semente de soja e Nitragin® Gold, um inoculante à base de solos (SMITH, 1995).  

Fortes sugestões são feitas na implantação de agentes fiscalizadores do 

controle de qualidade dos inoculantes utilizados comercialmente, a exemplo do que 

existe na Austrália e Uruguai. Desta forma, deve-se manter critérios rigorosos que 

garantam o uso de estirpes eficientes numa concentração na ordem de 1 x 109 a 1 x 

1010 UFC g-1 ou mL-1 e recomendações adequadas para o correto uso pelos 

agricultores (OKON e ITZIGSOHN, 1995).  

Poucos inoculantes comerciais têm sido recomendados para plantas não 

leguminosas, apesar dos grandes esforços no desenvolvimento destes produtos. No 

Brasil, a falta de consistência dos dados e investimentos em pesquisas tecnológicas 

tem dificultado o lançamento de inoculantes comerciais à base de bactérias 

endofíticas. Diversos efeitos positivos de inoculação destas bactérias em plantas não 

leguminosas têm sido obtidos, porém, não há um conhecimento sobre a melhor 

bactéria ou mistura de bactérias responsáveis por este processo biológico. Da 

mesma forma, é desconhecida a melhor formulação de um inoculante para este fim. 
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RESUMO 
 

Diversos estudos têm mostrado respostas positivas à inoculação com 

bactérias fixadoras de nitrogênio em plantas de cana-de-açúcar. Porém, ainda não 

foi possível estabelecer uma metodologia eficiente que garanta respostas 

consistentes e resultados reproduzíveis. Os experimentos realizados neste estudo 

tiveram como objetivos: 1) avaliar os efeitos de fatores relacionados ao protocolo 

clássico de inoculação de bactérias endofíticas em plantas micropropagadas de 

cana-de-açúcar; 2) avaliar a concentração de inóculo misto de bactérias endofíticas 

em toletes de cana-de-açúcar; 3) avaliar métodos de inoculação de bactérias 

diazotróficas endofíticas em toletes, tratados e não tratados termicamente, de 

plantas de cana-de-açúcar. Para isto, plantas de cana-de-açúcar, variedades 

RB867515 e RB72454 foram inoculadas com as bactérias endofíticas 

Gluconacetobacter diazotrophicus (PAL5), Azospirillum amazonense (CBAmC), 

Burkholderia tropica (PPe8), Herbaspirillum seropedicae (HRC54) e H. 

rubrisubalbicans (HCC103). Como resultado foi observado que a inoculação simples 

de bactérias na concentração 105 células mL-1 possibilitou a detecção de um maior 

número de células culturáveis e um maior  acúmulo de massa seca de raiz e planta 

total, comparado à inoculação nas demais concentrações. Nas plantas submetidas à 

inoculação mista não foram detectadas diferenças nas populações bacterianas nas 

plantas inoculadas sob diferentes concentrações de inóculo. Porém, um maior 

acúmulo de biomassa foi observado nas plantas inoculadas com a mistura 

bacteriana nas concentrações 109 e 106 células mL-1. Plantas de cana-de-açúcar, 

variedade RB72454, oriundas de toletes e inoculadas com a mistura bacteriana na 

concentração 103 células mL-1 apresentaram acúmulo de biomassa superior às 

demais plantas inoculadas. Em relação à variedade RB867515, as plantas que 

apresentaram maior produção de biomassa foram aquelas que receberam o inóculo 

na concentração 106 células mL-1. Em relação aos toletes tratados termicamente, a 

adição da bactéria diretamente ao substrato possibilitou um maior acúmulo de 

massa seca de raiz.  Plantas inoculadas pelos métodos imersão durante 2, 6 e 12 

horas obtiveram um maior acúmulo de massa seca de parte aérea.  

 

Palavras-chave: Concentração de inóculo, inoculante, métodos de inoculação. 
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ABSTRACT 
 

Various studies had shown the positive effect of the inoculation with 

diazotrophic bacteria in sugarcane plants. However, there are no available 

methodologies that ensure consistenty and reproducible inoculation responses to 

plant/bacteria association. The aims of the experiments carried out in this study were: 

1) to evaluate the effects of the factors in relation to inoculation protocols of 

endophytic bacteria in sugarcane plants; 2) to evaluate the concentration of mixed 

inoculum of endophytic bacteria in sugarcane stalks; 3) to evaluate different delivery 

method for inoculating bacteria into sugarcane stalks to develop inoculation 

methodology that shows better responses on sugarcane to inoculation with 

endophytic diazotrophic bacteria. For these purposes, sugarcane plants, RB867515 

and RB72454 varieties, were inoculated with the bacteria Gluconacetobacter 

diazotrophicus (PAL5), Azospirillum amazonense (CBAmC), Burkholderia tropica 

(PPe8), Herbaspirillum seropedicae (HRC54) e H. rubrisubalbicans (HCC103). As a 

result, sugarcane plants inoculated with the inoculum concentration 105 cel.mL-1 were 

beneficed, showing a higher number of feasible cells when were transferred to 

acclimatization. On the other hand, the mixed inoculation did not show differences 

between populations of inoculated plants by different concentration evaluated. 

However, a higher biomass production was observed in inoculated plants with mixed 

cell concentration 109 and 106 cel.mL-1. Sugarcane stalks variety RB72454 

inoculated with the bacterial mixture, concentration 103 cel.mL-1, showed a higher 

biomass production. The same was observed when sugarcane stalks, variety 

RB867515, were inoculated with the bacterial mixture, density 106 cel.mL-1. In 

relation to delivery methods for introducing diazotrophic bacteria into sugarcane stalk, 

treated by thermotherapy, was observed that the method substrate drench was 

responsible for a higher increase on root dry matter. However, sugarcane plants 

inoculated by the methods stalks dip during 2, 6 and 12 hours showed a higher 

increase on dry aerial parts biomass. 

 
Key words: Inoculum concentration, inoculant, inoculation methods. 
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1 - INTRODUÇÃO 

 

 

O nitrogênio é o quarto elemento mais abundante nas plantas, sendo 

superado apenas pelo carbono, pelo oxigênio e pelo hidrogênio. Ele participa de 

várias moléculas essenciais para as células, tais como: aminoácidos, proteínas 

estruturais e enzimáticas, bases nitrogenadas, ácidos nucléicos, hormônios e 

clorofila, entre outras moléculas. O nitrogênio molecular (N2), apesar de ser o gás 

mais abundante na atmosfera (78%), não pode ser diretamente utilizado pelas 

plantas em seu metabolismo por ser uma molécula muito estável e pouco reativa. A 

maioria das plantas obtém este elemento do solo sob a forma de íon nitrato (NO3
-), 

havendo algumas que o absorvem sob a forma de íon amônio (NH4
+). O nitrogênio 

pode ser um nutriente crítico para as plantas porque seu suprimento no solo é 

limitado e, além disso, ele também é utilizado pelos microrganismos que habitam 

esse solo.  

A adição de fertilizantes químicos no solo constitui a principal forma de 

aumento da produção de plantas. Entretanto, considera-se que a cana-de-açúcar é 

pouco responsiva a esta adição de fertilizantes nitrogenados, principalmente em 

cana planta. No estado do Rio de Janeiro, a aplicação de N-mineral nestas plantas 

pode variar de 60 a 100 kg ha-1 ano-1. Já em São Paulo, as recomendações estão 

em torno de 40 a 80 kg kg ha-1 ano-1. No entanto, diversos são os riscos desta 

prática para o meio ambiente como a poluição do solo e água. Outros problemas 

relacionados à utilização de fertilizantes nitrogenados são os custos energéticos 

para produção e distribuição destes elementos.  

O nitrogênio liberado pelas bactérias diazotróficas endofíticas, associadas às 

plantas de cana-de-açúcar, é considerado uma alternativa para a redução do uso de 

fertilizantes químicos nitrogenados. As principais vantagens das bactérias 

endofíticas, relacionadas à sua localização em tecidos vegetais são competitividade, 

habilidade de recolonização e liberação de substâncias orgânicas bioativas. A 

substituição total ou parcial de N-fertilizante pela FBN é uma estratégia que deve ser 

considerada não só do ponto de vista econômico, mas também pelo significado e 

importância em termos de preservação ambiental. Desta forma, a FBN constitui um 
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processo chave para se conseguir altas produções agrícolas reduzindo custos e 

possibilitando reduzir possíveis desequilíbrios do meio ambiente.  

A inoculação destas bactérias em plantas de cana-de-açúcar tem sido feita 

utilizando única estirpe ou mistura de estirpes e/ou espécies bacterianas diferentes, 

objetivando a obtenção do melhor microrganismo ou combinação destes no maior 

desenvolvimento desta cultura. Apesar do sucesso destes experimentos de 

inoculação, não há um produto tecnológico comercial com esta base bacteriana. 

Respostas variadas de plantas à inoculação com bactérias diazotróficas têm 

sido associadas também ao veículo e forma de inoculação destas bactérias. 

Diversas formas de inoculação têm sido utilizadas, porém poucos trabalhos têm sido 

realizados para aperfeiçoar o processo de inoculação. No entanto, métodos como 

imersão de sementes ou plântulas em cultura microbiana antes do plantio (ISLAM e 

BORA, 1998), adição da cultura bacteriana diretamente sobre o substrato (CANUTO et 

al., 2003) ou aplicação foliar (SINGH et al., 1999) têm sido utilizados com freqüência. 

Outras metodologias de inoculação bastante estudadas têm sido as inoculações de 

bactérias diazotróficas em plântulas micropropagadas (REIS et al., 1999) e colmos 

(MUTHUKUMARASAMY et al., 1999) de cana-de-açúcar. 

Diversos têm sido os esforços em desenvolver uma metodologia eficiente de 

inoculação de bactérias diazotróficas em plantas de cana-de-açúcar, garantindo o 

estabelecimento destas bactérias em alto número populacional nos tecidos das 

plantas.  

 Os objetivos deste trabalho foram: identificar uma concentração bacteriana 

adequada de inóculo simples ou misto no estabelecimento e promoção de 

crescimento de plantas de cana-de-açúcar micropropagadas e oriundas de toletes; 

desenvolver uma metodologia que melhor possibilite a infecção e colonização de 

bactérias endofíticas em plantas de cana-de-açúcar propagadas através de toletes, 

com possibilidade de redução da demanda de nitrogênio fertilizante e conseqüente 

aumento de produtividade.  
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2 – MATERIAL E MÉTODOS 

 
2.1 – Efeito de Fatores Relacionados ao Protocolo Clássico de Inoculação de 
Bactérias Endofíticas em Plântulas Micropropagadas de Cana-de-Açúcar  
 

Este grupo de experimentos teve como objetivos obter respostas mais 

consistentes à inoculação de bactérias diazotróficas endofíticas em plantas 

micropropagadas de cana-de-açúcar e aperfeiçoar os efeitos na promoção do 

crescimento das plantas inoculadas. Este se constituiu de três ensaios 

independentes. 

O protocolo clássico refere-se à metodologia de inoculação de bactérias 

diazotróficas endofíticas em plântulas micropropagadas de cana-de-açúcar no 

período de enraizamento destas plântulas, crescidas em meio MS modificado (REIS 

et al., 1999). A modificação ocorrida no meio se deu pela supressão de hormônios 

ou vitaminas e uso de 1/10 da concentração de açúcar e sais minerais do meio MS 

tradicional (MURASHIGE e SKOOG, 1962). 

Estes ensaios foram conduzidos em casa de vegetação e as plantas foram 

crescidas em vasos com substrato comercial Plantmax, capacidade 2 kg. O 

delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com 6 repetições. 

  A análise química do substrato utilizado apresentou pH 5,9 e teores de Al+3 = 

0,0; Ca+2 + Mg+2 = 54,0; Ca+2 = 56,4 e Mg+2 = 17,4 Cmolc.dm-3. Os teores de P e K 

foram 821 e 975 mg.dm-3, respectivamente. A análise física do mesmo substrato 

apresentou teores de umidade (50 – 60%), capacidade de retenção de água (150%) 

e condutividade elétrica (1.0 – 1.5 mS.cm-1). 

Plântulas micropropagadas de cana-de-açúcar da variedade comercial 

RB867515 foram inoculadas com as bactérias pertencentes às espécies 

Gluconacetobacter diazotrophicus (PAL5), Herbaspirillum seropedicae (HRC54) e 

Azospirillum amazonense (CBAmC). As estirpes pertencem à Coleção de Culturas 

da Embrapa Agrobiologia. 

Os inóculos foram preparados a partir de colônias isoladas, crescidas em pré-

inóculo em 5 mL de meio de cultura líquido DYGS (RODRIGUES NETO et al., 1986). 

Este pré-inóculo foi utilizado para produzir um volume maior de células (20 mL de 

meio líquido DYGS), crescidas até atingir uma densidade óptica superior a 1,0 
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(560nm), significando um número de células superior a 108 mL-1. Estas culturas 

foram crescidas em condições de 30 ºC e 120 rpm. 

A partir deste inóculo foram realizados os ajustes do número de células, 

utilizando câmara de Neubauer, necessários para atender às especificações 

experimentais determinadas para cada ensaio realizado. Ajustado o número de 

células no inóculo, 100 μL deste foram adicionados em 50 mL de meio MS 

modificado, em frascos de vidro (capacidade para 250 mL), contendo, 

aproximadamente, 5 plântulas por frasco.  

Foi realizado um monitoramento da população microbiana no meio MS em 

condições in vitro e contagem da população bacteriana em plantas crescidas em 

casa de vegetação, aos 60 dias após a inoculação. Nesta ocasião, as plantas foram 

coletadas e secas em estufa a 60 ºC e posteriormente mensurados os acúmulos de 

massa seca de raiz e parte aérea.  

O monitoramento da população microbiana em condições in vitro foi realizado 

durante o período em que as plantas permaneceram nos frascos contendo o meio 

de cultura 1/10 de MS. A metodologia utilizada foi a contagem de micro-colônia 

(MILES e MISRA, 1938, citado por BALDANI, 1984), nos intervalos de 2, 4 e 8 dias após 

a inoculação. Para tal, 1 mL da solução (meio de cultura MS, células bacterianas e 

exudatos da bactéria e planta) contendo as plantas inoculadas foi utilizado numa 

diluição seriada de 10-2 a 10-9. Alíquotas de 20µL de cada diluição foram adicionadas 

em três posições em cada quadrante da placa de Petri, contendo o meio de cultura 

sólido NB (Nutriente Broth). 

A contagem das bactérias nas plantas inoculadas foi realizada aos 60 dias 

após transplantio para casa de vegetação, utilizando a técnica Número Mais 

Provável (NMP) (POCHON e TARDIEUX, 1962). Para tal, foi utilizado 1 grama de raiz 

lavada com água destilada, cortada em pedaços e macerada em 9 mL de solução 

salina (1/4 dos sais do meio NFb (TARRAND et al., 1978)). Foi utilizado 1 mL desta 

solução para a realização das diluições seriadas de 10-2 a 10-8 em tubos de ensaio 

contendo 9 mL de solução salina. Em seguida, uma alíquota de 0,1 mL foi inoculada 

em frascos com capacidade para 12 mL, contendo 5 mL dos meios semi-sólidos e 

semi-seletivos para cada espécie inoculada: LGI-Pcaldo (REIS et al., 1994) para 

populações de G. diazotrophicus, JNFB (BALDANI et al., 1992) para H. seropedicae e 

LGI (BALDANI et al., 1984) para A. amazonense. Foram realizadas três repetições de 

inoculação em meio semi-sólido por diluição e a contagem do número de 
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microrganismos foi baseada na presença ou ausência de película característica 

utilizando-se a tabela de McCrady (POCHON e TARDIEUX, 1962). 

As amostras para Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) foram 

preparadas a partir de segmentos de raízes de plântulas de cana-de-açúcar não 

inoculadas e inoculadas com bactérias diazotróficas endofíticas. Estes segmentos 

foram fixados em paraformaldeído [4%], glutaraldeído [2,5%] em tampão fostato [0,1 

M, pH 6,8]. Em seguida, foram lavados em triplicata em tampão fostato [0,1 M] e 

pós-fixados com Tetróxido de Ósmio [1%] em tampão fostato [0,1 M] por 30 min. 

Procedeu-se nova lavagem no mesmo tampão. Logo após, foram desidratados em 

série acetônica crescente (15, 30, 50, 70, 90, 2x 100% e super seca) e, 

posteriormente completamente secos pelo ponto crítico do dióxido de carbono no 

Critical Point Dryer (CPD 030, BAL-TEC, Alemanha). Posteriormente, estes 

segmentos foram metalizados com ouro e observados em microscópio de varredura, 

modelo DSEM 962 Zeiss. 

A determinação da percentagem de freqüência de adesão das bactérias no 

eixo radicular das plântulas inoculadas, nos diferentes tratamentos, foi realizada por 

amostragem aleatória utilizando um círculo de 100 μm de diâmetro. Para cada 

região foram observados até cinco segmentos e um total de 25 observações para 

compor a relação percentual entre número de observações positivas sobre número 

total de observações. 

 

2.1.1 - Ensaio I: Efeito da concentração de células em inóculo simples 
 

 Neste ensaio foram avaliadas diferentes concentrações de células em inóculo 

bacteriano simples em plântulas micropropagadas de cana-de-açúcar. As estirpes 

bacterianas utilizadas foram PAL5, HRC54 e CBAmC.  

A partir do inóculo inicial, as concentrações de células bacterianas, para cada 

estirpe avaliada, foram ajustadas através de câmara de Neubauer para 105, 107, e 

109 células mL-1. Tais concentrações foram utilizadas com base na determinação do 

protocolo clássico de inoculação, descrito anteriormente, que preconiza o uso das 

culturas bacterianas na concentração de 107 células mL-1. A partir desta 

concentração, foram adicionadas as concentrações 105 e 109 células mL-1. A diluição 

foi realizada utilizando o meio de cultura DYGS. A população bacteriana inicial no 
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meio MS foi equivalente a 200, 2.104 e 2.106 células mL-1, respectivamente para as 

inoculações nas concentrações de células de inóculo 105, 107, e 109 células mL-1. 

 

2.1.2 - Ensaio II: Efeito da concentração de células em inóculo misto  
 

 Neste ensaio foram avaliadas diferentes concentrações de células em inóculo 

bacteriano misto em plântulas micropropagadas de cana-de-açúcar. As estirpes 

bacterianas utilizadas foram PAL5, HRC54 e CBAmC.  

Com base nas avaliações do ensaio anterior foi observada uma pequena 

variação na dinâmica populacional destas bactérias, em função da concentração de 

células inoculadas. Assim, neste ensaio, foram utilizadas concentrações de células 

com maior amplitude. Desta forma, a partir do inóculo inicial, as concentrações de 

células bacterianas, para cada estirpe avaliada, foram ajustadas através de câmara 

de Neubauer para 103, 106, e 109 células mL-1. A diluição foi realizada utilizando o 

meio de cultura DYGS. Após este ajuste do número de células, as bactérias foram 

misturadas, e, 100 μL desta mistura foram adicionados nos frascos com 50 mL de 

meio MS modificado e as plântulas individualizadas e enraizadas. Desta forma, a 

população bacteriana inicial no meio MS foi equivalente a 2, 2.103 e 2.106 células 

mL-1, respectivamente para as inoculações nas concentrações de células de inóculo 

103, 106, e 109 células mL-1. 

 

2.1.3 - Ensaio III: Efeito da inoculação da bactéria H. seropedicae HRC54 a 
partir das fases de crescimento lag, log e estacionária 

 

Com base nas informações da curva de crescimento da bactéria H. 

seropedicae (HRC54), foi realizado um experimento para avaliar a inoculação desta 

bactéria, a partir de suas diferentes fases de crescimento (fases lag, log e 

estacionária), em plântulas micropropagadas de cana-de-açúcar. A concentração de 

células bacterianas nos diferentes inóculos foi ajustada para 103 células mL-1, 

conforme descrito anteriormente. 

Para a determinação da curva de crescimento, as células foram crescidas em 

meio de cultura líquido DYGS como pré-inóculo durante 12 horas. Após este 

período, o número de células foi ajustado para aproximadamente 108 células mL-1, 

utilizando câmara de Neubauer. Uma alíquota de 50 μL deste pré-inoculo foi 
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adicionada em tubo de ensaio, capacidade 20 mL, contendo 5 mL do referido meio 

de cultura do pré-inóculo. Este material foi incubado a 30 ºC e 120 rpm. Foram 

utilizadas 30 repetições. As avaliações consistiram da coleta de cada repetição a 

cada 2 horas após a inoculação. Nesta ocassião, foi determinada a densidade óptica 

(436 nm) em espectrofotômetro Labsystem Multiskan Plus (Labsystem Oy, Helsinki, 

Finlândia) e realizada a contagem do número de células pelo método NMP, 

conforme descrito no item 2.1. 

Na coleta de amostras para a inoculação, foram consideradas como fases de 

crescimento da bactéria H. seropedicae (HRC54): fase lag (tempo 8 horas), fase log 

(tempo 18 horas) e fase estacionária (tempo 36 horas) (ver anexo). 

  

2.2 – Metodologias de Inoculação de Bactérias Endofíticas em Toletes de Cana-
de-Açúcar 
 

2.2.1 – Concentração de células bacterianas utilizadas como inóculo misto em 
toletes de cana-de-açúcar 
 

Neste experimento foram avaliadas diferentes concentrações de células de 

bactérias diazotróficas como inóculo misto no estabelecimento endofítico e 

promoção de crescimento de plantas de cana-de-açúcar oriundas de toletes tratados 

termicamente. As bactérias avaliadas foram Gluconacetobacter diazotrophicus 

(PAL5), Herbaspirillum seropedicae (HRC54), H. rubrisubalbicans (HCC103), 

Azospirillum amazonense (CBAmC) e Burkholderia tropica (PPe8). 

Estas bactérias, a partir de colônias isoladas, foram crescidas, 

separadamente, em meio líquido DYGS e o número de células ajustado em 

aproximadamente 109 células mL-1, em câmara de Neubauer. A partir desta 

concentração bacteriana, foi realizada uma diluição para as concentrações 106 e 103 

células mL-1, utilizando o mesmo meio líquido de cultura. Após o ajuste do número 

de células destas culturas, foi realizada uma mistura das mesmas para compor o 

inóculo misto. A inoculação foi realizada por imersão dos mini-toletes na solução 

bacteriana nas referidas concentrações de células. O tempo de permanência dos 

mini-toletes em imersão na solução inoculante foi de 2 horas, e em seguida, 

transferidos para caixas contendo 10 kg de substrato areia e vermiculita na 

proporção 2:1, autoclavado duas vezes.  
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Como material propagativo foi utilizado toletes de uma gema (mini-toletes) de 

cana-de-açúcar, variedades RB72454 e RB867515, fornecidos pela Universidade 

Federal Rural do Rio de Janeiro, campus Dr. Leonel Miranda. Estes toletes foram 

tratados termicamente por imersão em água na temperatura de 50 °C, durante 30 

minutos. Este experimento foi conduzido em casa de vegetação na Embrapa 

Agrobiologia, sediada no município de Seropédica-RJ. Foi utilizado o delineamento 

inteiramente casualizado em esquema fatorial combinando os fatores: 2 variedades 

e 3 concentrações de inóculo, adicionado do tratamento controle sem adição de 

bactéria. Foram utilizadas 4 repetições, sendo cada uma composta por 4 plantas por 

caixa.  

A presença das bactérias nestas plantas foi analisada aos 30 dias após a 

inoculação através da técnica Número Mais Provável, utilizando os meios semi-

sólidos e semi-seletivos para cada espécie inoculada: G. diazotrophicus (LGI-

Pcaldo), H. seropedicae e H. rubrisubalbicans (JNFB), B. tropica (JMV) e A. 

amazonense (LGI), conforme descrito no item 2.1. Aos 45 dias após a inoculação, as 

plantas foram coletadas e secas em estufa a 60 ºC. Foram mensurados os acúmulos 

de massa seca de raiz e parte aérea destas plantas.  

 
2.2.2 - Diferentes métodos de inoculação de bactérias diazotróficas endofíticas 
em toletes de cana-de-açúcar 

 

Neste experimento foram avaliados diferentes métodos de inoculação de 

bactérias diazotróficas endofíticas em toletes de cana-de-açúcar, tratados e não 

tratados termicamente. O objetivo deste experimento foi desenvolver uma 

metodologia que melhor possibilite uma infecção e colonização das plantas 

inoculadas, visando a um maior e melhor desenvolvimento destas. 

O experimento foi realizado em vasos com substrato comercial Plantmax®, 

capacidade 3 L, dispostos em casa de vegetação, área experimental da UENF. 

Foram utilizados toletes de uma gema de cana-de-açúcar, variedade RB72454, 

procedentes da área experimental da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, 

campus Dr. Leonel Miranda, cidade de Campos dos Goytacazes. Toletes tratados e 

não tratados termicamente foram inoculados com a bactéria Herbaspirillum 

seropedicae (HRC54). Esta bactéria possui marca de resistência natural ao 
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antibiótico ácido nalidíxico [15 mg. L-1]. A bactéria foi crescida em erlenmayer 

contendo 1,5 L de meio de cultura líquido DYGS e o número de células ajustado 

para 108 células mL-1, compondo a solução inoculante para o material vegetal 

propagativo. 

Foram utilizados como métodos de inoculação cinco diferentes tratamentos: 

1) Imersão dos toletes na solução inoculante durante 12 horas; 2) Imersão durante 6 

horas; 3) Imersão durante 2 horas; 4) Adição da suspensão bacteriana diretamente 

sobre os toletes e substrato e 5) tratamento controle não inoculado. Foi utilizado o 

delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial, combinando dois 

fatores: tratamento térmico (2) e métodos de inoculação (5), obtendo um fatorial de 2 

x 5 com 6 repetições. 

 Foi realizada uma contagem da população bacteriana nas plantas inoculadas 

objetivando confirmar a eficiências dos diferentes métodos de inoculação. Esta 

contagem foi realizada utilizando a técnica do NMP, descrita no item 2.1. Esta 

confirmação pode ser obtida devido ao uso da bactéria com resistência ao antibiótico 

ácido nalidíxico. A contagem em NMP foi realizada aos 30 dias após a inoculação. 

Foram mensurados os acúmulos de matéria seca de raiz e parte aérea das plantas 

sob os diferentes tratamentos, aos 90 dias após a inoculação. 

 

2.2.3 – Diferentes métodos de inoculação de bactérias diazotróficas endofíticas 
em toletes pré-germinados de cana-de-açúcar 

 

Este experimento foi conduzido em condições experimentais similares às do 

experimento anterior. No entanto, com algumas modificações em relação aos 

tratamentos de inoculação. Neste experimento foram avaliados diferentes métodos 

de inoculação de bactérias diazotróficas endofíticas em toletes pré-germinados de 

cana-de-açúcar. 

Toletes de cana-de-açúcar, variedade RB72454, tratados e não tratados 

termicamente, foram germinados em bandejas contendo substrato areia e 

vermiculita, proporção 2:1, com o objetivo de obter mudas para posteriores 

inoculações com bactérias diazotróficas, obedecendo aos devidos critérios da 

experimentação. 
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Foi utilizada a mesma bactéria, crescida em iguais condições às do 

experimento anterior. No entanto, foram utilizados como métodos de inoculação 

quatro diferentes tratamentos: 1) Imersão em solução inoculante durante 6 horas; 2) 

Imersão em solução inoculante durante 2 horas; 3) Aplicação do inóculo sobre as 

raízes da planta disposta em vaso contendo o substrato, no momento do transplantio 

e 4) Tratamento controle não inoculado. Foi utilizado o delineamento inteiramente 

casualizado em esquema fatorial, combinando dois fatores: tratamento térmico (2) e 

métodos de inoculação (4), obtendo um fatorial de 2 x 4 com 6 repetições. 

 Os diferentes métodos de inoculação foram avaliados conforme descrito no 

experimento anterior. No entanto, estas plantas foram coletadas aos 60 dias após a 

inoculação. Isto ocorreu devido à inoculação ter sido realizada após a germinação 

dos mini-toletes. 

 

2.3 – Análises Estatísticas 
 

As análises estatísticas foram realizadas através do programa de análise de 

variância SisVar (versão 5.0) desenvolvido pelo Prof. Dr. Daniel Furtado Ferreira, 

Departamento de Ciências Exatas, Universidade Federal de Lavras (UFLA). A 

normalidade de médias foi realizada aplicando-se o teste de Shapiro Wilk também 

desenvolvido pelo Prof. Dr. Daniel Furtado Ferreira. Em todas as análises de médias 

foi aplicado o teste LSD (Least Significant Difference) com nível de significância de 

5%. 
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3 - RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
3.1 - Avaliação do Efeito de Fatores Relacionados ao Protocolo Clássico de 
Inoculação de Bactérias Endofíticas em Plântulas Micropropagadas de Cana-
de-Açúcar 
 
3.1.1 - Ensaio I: Efeito da concentração de células em inóculo simples 
  

Foi observado um aumento na população da bactéria H. seropedicae (HRC54), 

no meio de cultura MS, em função do tempo. Esta observação foi realizada através 

da técnica de micro-colônia. No entanto, este aumento foi maior nos tratamentos 

inoculados com a menor concentração de células. Ao final do período de avaliação 

(oitavo dia), a maior população de células culturáveis foi observada no tratamento 

105 células mL-1 (Figura 1). Já os meios inoculados com as concentrações de células 

107 e 109 células mL-1 permaneceram com a população de células culturáveis 

praticamente estável entre o quarto e oitavo dias (Figura 1). 

A estirpe PAL5 apresentou população estável no meio MS no quarto e oitavo 

dias, não diferindo entre as concentrações de inóculo utilizadas (Figura 2). Já a 

estirpe CBAmC apresentou uma população crescente em função do tempo de 

avaliação, embora havendo pequena variação no número de células entre as 

concentrações analisadas (Figura 3). Em todas as estirpes bacterianas analisadas, 

não foi possível a detecção de células na concentração 105 células mL-1 no segundo 

dia de avaliação. Isto ocorreu devido à baixa diluição do inóculo, a partir da qual foi 

realizada a inoculação em meio de cultivo semi-sólido para a contagem do número 

de células pela técnica NMP.  

Em função dos dados apresentados acima, foi verificado que a inoculação de 

células numa menor concentração, já no quarto dia, manifestou populações iguais 

ou superiores às inoculações com maiores concentrações de células. Isto pode 

significar população fisiologicamente mais ativa, em oposição à uma proporção da 

população em fase estacionária nas outras duas concentrações. Isto sugere que a 

população bacteriana introduzida no meio de cultura em baixas concentrações 

possibilita alta viabilidade do inóculo no meio MS, no período de transplante das 

plântulas para as fases de enviveiramento.  
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Figura 1: Número populacional da bactéria Herbaspirillum seropedicae (HRC54) em 
meio de cultura MS contendo as plântulas micropropagadas de cana-de-açúcar, 
variedade RB867515. Contagem realizada utilizando o método micro-colônia. 
Avaliação aos 2, 4 e 8 dias após a inoculação. Dados referentes a 3 repetições para 
cada diluição.  
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Figura 2: Número populacional da bactéria Gluconacetobacter diazotrophicus 
(PAL5) em meio de cultura MS contendo as plântulas micropropagadas de cana-de-
açúcar, variedade RB867515. Contagem realizada utilizando o método micro-
colônia. Avaliação aos 2, 4 e 8 dias após a inoculação. Dados referentes a 3 
repetições para cada diluição.  
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Figura 3: Número populacional da bactéria Azospirillum amazonense (CBAmC) em 
meio de cultura MS contendo as plântulas micropropagadas de cana-de-açúcar, 
variedade RB867515. Contagem realizada utilizando o método micro-colônia. 
Avaliação aos 2, 4 e 8 dias após a inoculação. Dados referentes a 3 repetições para 
cada diluição.  
 

A quantificação da população bacteriana no interior das raízes das plantas, 

avaliada através da técnica do Número Mais Provável, indicou o estabelecimento 

endofítico efetivo para todos os tratamentos. As maiores populações de bactérias 

endofíticas foram encontradas em raízes, desinfestadas e não desinfestadas, das 

plantas que receberam os inóculos com a concentração 109 células mL-1. Altas 

populações foram observadas nas plantas inoculadas com as bactérias em 

concentrações inferiores (Tabela 1). Desta forma, estes dados apontam uma 

possibilidade de uso destas bactérias como inóculo em concentrações mais baixas, 

reduzindo o volume de inóculo inicial a ser produzido, para inoculações em larga 

escala. 

A contagem da população bacteriana realizada em plantas controles, não 

inoculadas, apresentou populações nativas equivalentes a 2,58 Log. do nº células.g-1 

de massa fresca (raízes desinfestadas) e 3,83 Log. do nº células.g-1 de massa fresca 

(raízes não desinfestadas).  

Apesar da técnica NMP ser uma das ferramentas mais utilizadas para a 

contagem de bactérias endofíticas associadas às plantas, esta técnica apresenta 

algumas limitações. Seus resultados dependem da culturabilidade do microrganismo 

e seletividade do meio de cultura utilizado. Os meios de cultura semi-sólidos, 
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utilizados nestes experimentos, são considerados semi-seletivos para as espécies 

de bactérias avaliadas.  Por outro lado, apesar do material vegetal em avaliação ser 

oriundo de micropropagação, estas plantas foram crescidas em substrato não estéril 

e irrigadas com água nas mesmas condições. Devido a isto, o crescimento de 

microrganismos de outras espécies e/ou da mesma espécie, obtido por colonização 

natural destas plantas, pode ocorrer com freqüência nos meios de cultura utilizados 

para contagem de população das bactérias inoculadas.  

Co-inoculação de fungo micorrízico e bactéria promotora de crescimento 

vegetal foi realizada por FREY-KLETT et al. (1999). Estes autores observaram maior 

micorrização em plantas da família Pineaceae ao inocular a bactéria em menor 

concetração, confirmando que esta bactéria atuou em concentração inferior a 102 

UFC g-1 de solo e seu efeito foi suprimido com o aumento da concentração celular. 

Estes dados contrastam com a maioria dos resultados obtidos com outras bactérias 

promotoras de crescimento vegetal, usadas como agentes rizosféricos de 

biocontrole. Geralmente, a dose mínima recomendada neste tipo de inoculação é de 

105 UFC g-1 de solo para expressar efeitos positivos (BULL et al., 1991). Nestas 

condições, ao aumentar a dose de inoculação, geralmente aumenta a proteção das 

plantas. No entanto, em outros estudos de inoculação de PGPR em plantas foram 

observados efeitos negativos de altas doses de células bacterianas como 108 UFC 

mL-1 no crescimento radicular destas plantas (BASHAN, 1986).   

 

Tabela 1: Log do número de bactérias diazotróficas presentes em raízes 
desinfestadas e não desinfestadas de plantas micropropagadas de cana-de-açúcar, 
variedade RB867515, inoculadas com bactéria endofíticas em diferentes 
concentrações de inóculo. Avaliação utilizando o método de contagem NMP aos 60 
dias após a inoculação. 

 
Estirpes  

Log. do nº células.g-1 de massa fresca (±desvpad) 

Raízes desinfestadas Raízes não desinfestadas 

Concentração do inóculo Concentração do inóculo 

105 107 109 105 107 109 

PAL5 6,62 ± 1,0 6,20 ± 0,1 5,86 ± 0,3 6,97 ± 0,5 7,38 ± 0,3 7,74 ± 0,4 

CBAmC 6,41 ± 0,7 6,65 ± 0,2 7,14 ± 0,6 7,30 ± 0,6 6,90 ± 0,3 7,11 ± 0,1 

HRC54 5,01 ± 1,0 5,65 ± 0,3 6,17 ± 1,4 7,20 ± 1,3 6,25 ± 0,6 7,69 ± 1,4 
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Em relação à produção de biomassa destas plantas, foi observado acúmulo 

significativo de massa seca de raiz em todas as plantas inoculadas comparadas às 

plantas controles. Esta produção de biomassa foi similar entre as plantas inoculadas 

com as estirpes PAL5 e HRC54, em diferentes concentrações de célula. Desta 

forma, não foi possível obter diferenças na produção de biomassa entre as plantas 

que receberam inóculo com diferentes concentrações de uma mesma estirpe 

bacteriana (Figura 4). Para as plantas inoculadas com a bactéria CBAmC, maior 

acúmulo de massa seca de raiz foi observado em plantas que receberam a bactéria 

na concentração 109 células mL-1. As plantas inoculadas com a estirpe HRC54 nas 

concentrações 105 e 107 células mL-1, apresentaram acúmulo de biomassa seca de 

parte aérea e planta total superior às plantas inoculadas com a concentração 109 

células mL-1 (Figura 5 e 6). Por outro lado, não houve diferenças entre as plantas 

inoculadas com as demais bactérias em suas respectivas concentrações analisadas, 

comparadas às plantas controle, quando avaliados os acúmulos de massa seca de 

parte aérea e planta total. 

Não houve diferenças no desenvolvimento das plantas quando utilizadas as 

diferentes concentrações de inóculo para uma mesma bactéria. Entretanto, nas 

características agronômicas de acúmulo de massa seca de raiz e planta total, estas 

diferiram em relação ao controle, o que sugere a possibilidade de uso da bactéria 

numa menor concentração como inóculo. Estas observações podem indicar também 

que o fator concentração do inóculo, que maximiza a promoção de crescimento, 

pode ser diferente em função da espécie e da estirpe bacteriana utilizadas.  

Apesar do assegurado potencial de associação positiva de bactérias 

endofíticas com plantas de cana-de-açúcar, os resultados de inoculação não têm 

apresentado muita reprodutibilidade. A bactéria G. diazotrophicus pode ser benéfica 

para o crescimento de cana-de-açúcar, mas esta reposta é dependente tanto do 

genótipo da bactéria quanto da variedade das plantas (MUNÕZ-ROJAS e CABALLERO-

MELLADO, 2003). Outros fatores são conhecidos ou especulados sobre suas 

influências nesta associação natural, como a qualidade do inóculo, por exemplo. No 

entanto, há muitas divergências sobre esta qualidade desejada.  

Para BASHAN (1998), um inoculante deve conter um nível bacteriano suficiente 

para colonizar as plantas e garantir ganhos de produtividade, sendo que estes níveis 

requeridos não podem ser estabelecidos como um padrão, pois variam de uma 
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bactéria para outra. Já KENNEDY et al. (2004) consideram fundamental estabelecer 

um inóculo com número de células viáveis superior a 108 células mL-1. 
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Figura 4: Massa seca de raízes de plantas micropropagadas de cana-de-açúcar, 
variedade RB867515, inoculadas com as estirpes bacterianas PAL5, HRC54 e 
CBAmC. Plantas crescidas em vasos com substrato comercial durante 60 dias. 
Média de 6 repetições. Teste LSD com nível de significância de 5%. c.v.: 18,15%. 
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Figura 5: Massa seca de parte aérea de plantas micropropagadas de cana-de-
açúcar, variedade RB867515, inoculadas com as estirpes bacterianas PAL5, HRC54 
e CBAmC. Plantas crescidas em vasos com substrato comercial durante 60 dias. 
Média de 6 repetições. Teste LSD com nível de significância de 5%. c.v.: 33,45%. 
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Figura 6: Massa seca total de plantas micropropagadas de cana-de-açúcar, 
variedade RB867515, inoculadas com as estirpes bacterianas PAL5, HRC54 e 
CBAmC. Plantas crescidas em vasos com substrato comercial durante 60 dias. 
Média de 6 repetições. Teste LSD com nível de significância de 5%. c.v.: 23,48%. 
 
 

O padrão de colonização do eixo radicular de plântulas micropropagadas de 

cana-de-açúcar, variedade RB867515, inoculadas com diferentes estirpes de 

bactérias diazotróficas em inoculação simples, foi avaliado por microscopia 

eletrônica de varredura aos 8 dias após a inoculação. Segmentos de raízes 

inoculadas com as bactérias Gluconacetobacter diazotrophicus (PAL5), 

Herbaspirillum seropedicae (HRC54) e Azospirillumm amazonense (CBAmC), 

isoladamente, nos três tratamentos de concentração de inóculo (105, 107 e 109 

células mL-1) foram avaliados quanto ao padrão de adesão e a freqüência de 

observação de “agrupamentos bacterianos”. Estas observações ocorreram nas 

diferentes regiões anatômicas do eixo radicular (coifa, zona de 

alongamento/diferenciação e zona de formação de pêlos radiculares/diferenciação). 

Como resultado foi observado que independente da estirpe e da concentração de 

inóculo, todas as bactérias colonizaram as diferentes regiões do eixo radicular com 

freqüência de adesão muito similares entre as regiões anatômicas, conforme pode 

ser notado na Tabela 2. 
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Tabela 2: Avaliação da frequência de bactérias aderidas às diferentes regiões 
anatômicas da superfície do eixo radicular de plântulas micropropagadas de cana-
de-açúcar, variedade RB867515, aos oito dias após a inoculação simples (105, 107 e 
109 células mL-1). Os valores expressos em % representam a presença da bactéria 
no campo de visão em um total de 25 observações. 
 

Zonas Radiculares 
Bactérias 

Concentração 
do inóculo 

 
Coifa 
(%) 

 

Zona de 
alongamento e 

diferenciação (%) 

Zona pilífera e 
diferenciada 

(%) 

H. seropedicae 

 HRC54 

10 5 60  88  92  

10 7 60  84  92  

10 9 64  96  88  

G. diazotrophicus 

PAL5 
10 5 72  88  80  

10 7 84  92  80  

10 9 84  92  88  

Azospirillum 
Amazonense CBAmC 

10 5 76  92  96  

10 7 76  80  88  

10 9 nd nd nd 

Nd = não determinado 

 A freqüência de adesão não foi influenciada pela concentração de inóculo nas 

regiões anatômicas da raiz. Entretanto, a análise estrutural da interação entre as  

bactérias inoculadas e a superfície da parede periclinal externa radicular revelou 

diferenças interessantes quanto ao padrão de agregação. A seguir são descritos 

apenas resultados comparativos para a menor concentração de inóculo (Figura 7) e 

maior concentração (Figura 8) no tratamento com a bactéria H. seropedicae 

(HRC54). Deve ser ressaltado que as outras estirpes apresentaram perfil de 

interação similar (dados não mostrados). 

 Na Figura 7 observa-se por MEV uma visão geral de um segmento do eixo 

radicular de plântulas de cana-de-açúcar, variedade RB867515, evidenciando a 

coifa, a zona de alongamento e diferenciação. Estas foram utilizadas para avaliação 

da distribuição das bactérias e sua freqüência de observação (Figura 7A). Na Figura 

7B, uma visão geral de um segmento radicular, evidenciando a região de emissão de 

raízes laterais, que foi demonstrado ser o principal sítio de infecção para 

estabelecimento das diferentes bactérias endofíticas associadas às plantas de cana-

de-açúcar.  
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Na Figura 7C, pode-se observar a região da coifa em detalhe. A metodologia 

para determinação da percentagem de freqüência de adesão pelas diferentes 

bactérias nos diferentes tratamentos é evidenciada nas Figuras 7D e E. Um 

segmento de raiz de plântulas micropropagadas de cana-de-açúcar, não inoculadas, 

é apresentado na Figura 7F. 

 A análise por MEV de segmentos do eixo radicular de plântulas de cana-de-

açúcar, variedade RB867515, inoculadas com a bactéria H. seropedicae (HRC54) na 

concentração de inóculo de 105 células mL-1 é apresentada na Figura 8. Apesar da 

concentração de inóculo não influenciar na distribuição de freqüência, ou seja, a 

bactéria colonizou todo o eixo radicular, a despeito das diferenças de até 10.000 

células mL-1 no inóculo, diferenças no padrão de colonização foram observadas. No 

caso da concentração de inóculo mais baixa (105 células mL-1), a bactéria aderiu-se 

predominantemente à superfície das raízes como células isoladas ou em agregados 

discretos, através de ataque apolar em monocamada como descrito por OLIVARES 

(1997). Este padrão de colonização é evidenciado nas diferentes regiões do eixo 

radicular, por exemplo, na coifa com agregados discretos aderidos às células e 

associados à mucilagem (Figuras 8A e B).  

Na região de alongamento/diferenciação, o mesmo padrão predomina 

manifestado pela colonização preferencial das junções das células epidérmicas 

(Figuras 8C e D) e na junção da zona de emergência de raízes laterais. Na Figura 

8F, é apresentado o padrão de adesão típico para a estirpe HRC54 (105 células mL-

1) na zona de diferenciação, caracterizado por colonização em monocamada, 

predominantemente nas junções entre células da epiderme. Este padrão independe 

da concentração de inóculo, sendo observado também para a mesma estirpe na 

concentração de inóculo 109 células mL-1, através da colonização das junções entre 

células epidérmicas nas paredes anticlinais radiais e transversais, respectivamente 

(Figuras 9E e 9F).   

 A análise por MEV de segmentos do eixo radicular de plântulas de cana-de-

açúcar variedade RB867515, inoculadas com a bactéria H. seropedicae (HRC54) na 

concentração de inóculo de 109 células mL-1 é apresentada na Figura 9. Neste caso, 

embora o padrão de colonização seja bem similar aos tratamentos de menor 

concentração de inóculo, observou-se um incremento na proporção de macro-

agregados distribuídos ao longo das diferentes regiões do eixo radicular, como 

observado na zona de alongamento e diferenciação (Figuras 9A e B). Este 
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predomínio de macro-agregados bacterianos foi observado na zona de formação de 

pêlos radiculares. Na região de emergência de um segmento de raiz lateral nota-se 

um grande número de agregados bacterianos (Figura 9C). Detalhes dos agregados 

de diferentes tamanhos associados à superfície da epiderme e circunferência de 

emergência dos pêlos radiculares (Figura 9D). Padrão de colonização predominante 

das junções entre células epidérmicas nas paredes anticlinais radiais e transversais, 

respectivame (Figuras 9E e F). 

 



 48

A   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 7: Microscopia eletrônica de varredura (MEV) de segmentos do eixo 
radicular de plântulas micropropagadas de cana-de-açúcar, variedade RB867515, 
inoculadas com diferentes estirpes de bactérias diazotróficas endofíticas sob 
diferentes concentrações de inóculo. (A) Visão do eixo radicular evidenciando a 
coifa, a zona de alongamento e diferenciação; (B) Visão de uma região de emissão 
de raízes laterais; (C) Detalhe da coifa; (D) Evidência da metodologia utilizada para 
avaliação da freqüência de adesão da bactéria inoculada em diferentes 
concentrações, utilizando um círculo amostral de 100 μm de diâmetro; (E) Detalhe 
da foto em D, com campo de visão na zona de alongamento e diferenciação; (F) 
Segmento de raiz de planta não inoculada. 
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Figura 8: Microscopia eletrônica de varredura de segmentos do eixo radicular de 
plântulas micropropagadas de cana-de-açúcar, variedade RB867515, inoculadas 
com a bactéria H. seropedicae (HRC54) na concentração 105 células mL-1. (A) 
Agregados discretos aderidos às células na região da coifa; (B) Detalhe da foto A 
evidenciando células isoladas e pequenos agregados associados à mucilagem; (C) 
Padrão típico de adesão na concentração de 105 células mL-1, evidenciando a 
colonização preferencial das junções das células epidérmicas na zona de 
alongamento; (D) Detalhe da foto C. Notar bactérias em monocamada nas junções 
epidérmicas envolvidas por mucilagem; (E) Pequenos agregados colonizando a zona 
de emergência de raízes laterais; (F) Padrão de adesão típico para a bactéria 
Herbaspirillum seropedicae (HRC54) na concentração 105 células mL-1 na zona de 
diferenciação. Notar colonização em monocamada predominantemente nas junções 
entre células da epiderme. 

A B 

C D 

E F 

A B

C D

E F

 



 50

 
A B

 

 

 

 

 

 

 

 
C D 

 

 

 

 

 

 

 

 E F
 

 

 

 

 

 

 

Figura 9: Microscopia eletrônica de varredura de segmentos do eixo radicular de 
plântulas micropropagadas de cana-de-açúcar, variedade RB867515, inoculadas 
com a bactéria H. seropedicae (HRC54) na concetração de inóculo de 109 células 
mL-1. (A) Agregados bacterianos proeminentes associados à zona de alongamento; 
(B) Agregado bacteriano de grande porte observado com maior freqüência no 
tratamento com maior concentração de inóculo; (C) Visão geral do padrão de 
colonização na zona de formação de pêlos radiculares, evidenciando a emergência 
de um segmento de raiz lateral e grande número de agregados bacterianos; (D) 
Detalhe da foto C. Notar agregados de diferentes tamanhos associados à superfície 
periclinal externa da raiz e região de emergência dos pêlos radiculares; (E) e (F) 
Padrão de colonização predominante das junções entre células epidérmicas nas 
paredes anticlinais radiais e transversais, respectivamente. 
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3.1.2 - Ensaio II: Efeito da concentração de células em inóculo misto  
 

O monitoramento da população microbiana foi realizado através da contagem 

em micro-colônia a partir de amostras oriundas do meio de cultura MS, inoculado 

com a mistura das estirpes de bactérias diazotróficas PAL5, HRC54 e CBAmC. O 

referido meio de cultura, contendo as plântulas micropropagadas de cana-de-açúcar, 

apresentou maior população de células culturáveis nos meios que receberam as 

menores concentrações de células bacterianas. Isto foi observado nos três períodos 

de avaliação deste experimento. A maior população, independentemente da 

concentração de células inoculadas, foi observada no oitavo dia após a inoculação. 

Esta maioria populacional foi observada no meio que recebeu a mistura de bactérias 

na concentração 103 células mL-1 (Figura 10). Não foi observada diferença no 

número populacional para a inoculação realizada nas concentrações de células 106 

e 109 células mL-1, especialmente nas  primeiras avaliações (2° e 4° dias).  

A população microbiana presente em meio de cultura MS contendo as 

plântulas micropropagadas de cana-de-açúcar também foi monitorada através de 

contagem pelo método NMP. Embora nesta contagem, tenham sido utilizados os 

meios de cultura semi-sólidos e semi-seletivos para as bactérias inoculadas em 

condições estéreis, não foi possível observar diferenças entre os tratamentos 

(Tabela 3). Embora não tenha sido objetivo comparar métodos de contagem 

bacteriana, estas técnicas apresentam poder de detecção e limitações diferenciadas, 

o que resulta em dados contrastantes. Isto foi confirmado em análises comparativas 

pelos métodos ELISA e NMP em contagem de bactéria em tecidos de plantas de 

cana-de-açúcar (SILVA, 1999). Segundo BODDEY et al. (2000), o primeiro método é 

capaz de detectar número superior de células bacteriana de Gluconacetobacter 

diazotrophicus e Herbaspirillum seropedicae, de forma que o método de contagem 

NMP pode subestimar a população de bactérias fixadoras em tecidos das plantas 

analisadas.  
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Figura 10: Número populacional de bactérias diazotróficas em meio de cultura MS 
contendo plântulas micropropagadas de cana-de-açúcar, variedade RB867515, 
inoculadas com o inóculo misto a partir das estirpes bacterianas PAL5, HRC54 e 
CBAmC. Número obtido através da contagem em micro-colônia usando o meio de 
cultura NB sólido. Dados referentes a três repetições para cada diluição. 
 

Tabela 3: Número populacional de bactérias diazotróficas em meio de cultura MS 
contendo as plântulas micropropagadas de cana-de-açúcar, variedade RB867515, 
inoculadas com o inóculo misto a partir das estirpes bacterianas PAL5, HRC54 e 
CBAmC. Contagem realizada através da técnica NMP. Dados referentes a 3 
repetições para cada diluição.  
 

  
Meios 

de 
Cultura 

Log do nº de Células.g-1 de massa fresca 

Coleta 2º dia Coleta 4º dia Coleta 8º dia 

Concentração do Inóculo Concentração do Inóculo Concentração do Inóculo 

103 106 109 103 106 109 103 106 109 

LGI-Pc 5,78±0,2 5,97±0,3 5,97±0,3 5,78±0,2 5,97±0,3 5,91±0,2 5,94±0,3 6,24±0,7 5,94±0,3

LGI 5,98±0,3 5,81±0,3 6,14±0,0 5,78±0,2 6,31±0,3 6,43±0,4 5,94±0,3 5,78±0,2 5,78±0,2

JNFb 5,81±0,3 5,41±0,6 5,44±0,4 6,27±0,3 5,97±0,3 5,65±0,0 5,81±0,3 6,64±0,5 6,40±0,3

 

  

Apesar de não existir efeito da inoculação mista destas bactérias nas 

concentrações 109 e 106 células mL-1, na população bacteriana presente no meio de 

cultura MS associado às plantas micropropagadas, estes tratamentos de inoculação 

 



 53

promoveram maior acúmulo de biomassa seca em raízes e planta total, quando 

comparados ao tratamento de concentração 103 células mL-1 e ao controle (Figuras 

11 e 12). 

 Foram encontradas bactérias nos tecidos das plantas micropropagadas e 

inoculadas aos 60 dias após a inoculação. Apesar de pouco significativa, foi 

observada diferença no número de células relacionado à concentração do inóculo. 

Este fato ocorreu nas populações em raiz utilizando os três meios de cultura semi-

sólidos utilizados. O mesmo não foi observado em relação à parte aérea, que 

independentemente do meio semi-sólido utilizado e a concentração de bactéria 

inoculada, a população bacteriana variou na ordem de 3,17 a 4,52 Log do nº de 

células por grama de massa fresca (Tabela 4).   

 A população bacteriana nos tecidos das plantas inoculadas foi considerada 

muito baixa se comparada à população observada nas plantas inoculadas com 

inóculo simples. Quando apenas uma estirpe bacteriana foi inoculada, 

independentemente da concentração do inóculo e das raízes terem sido 

desinfestadas ou não, a população nas plantas que foram inoculadas com a estirpe 

PAL5 atingiu valores mínimo e máximo de 5,86 e 7,74 Log do n° de células por 

grama de massa fresca de raiz, respectivamente (Tabela 1). No caso da inovulação 

mista das três estirpes, a maior população observada através do meio de cultura 

semi-sólido LGI-P foi de 5,18 Log do n° de células por grama de massa fresca de 

raiz (Tabela 4). 

Isto sugere que a inoculação mista promoveu alguma interação entre as 

bactérias inoculadas e/ou genótipo vegetal, reduzindo o nível populacional individual 

das bactérias inoculadas. Neste tipo de associação é difícil apontar os efeitos de um 

fator individual, onde em cada sistema os fatores atuam como interdependentes, não 

podendo ser avaliados isoladamente (KENNEDY et al., 2004). Segundo estes autores, 

geralmente, maiores produtividades de plantas representam uma ótima expressão 

da interação genótipo/ambiente.  

QUADT-HALLMANN et al. (1997) observaram menores populações das espécies 

endofíticas Enterobacter asburiae e Paenibacillus macerans quando inoculados 

conjuntamente em algodão, comparadas às populações nas plantas inoculadas com 

estas estirpes isoladas.  

O efeito do genótipo no padrão de colonização, população endofítica total e 

contribuição da FBN em diferentes variedades de trigo colonizadas com Azospirillum 
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já foram observados no final da década de 1980 por BALDANI et al. (1987). Estes 

resultados foram confirmados posteriormente por SCHLOTER e HARTMANN (1998), ao 

observarem diferenças no padrão de colonização em duas variedades de trigo.  

OLIVEIRA et al. (2002) observaram uma diminuição da população de bactérias 

endofíticas em plantas de cana-de-açúcar inoculadas com uma mistura de cinco 

espécies de bactérias diazotróficas, aos 45 dias após a inoculação. Isto sugere que 

a elevada carga bacteriana, no momento da inoculação, pode não ser favorável ao 

desenvolvimento inicial destas plantas. 
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Figura 11: Massa seca de raízes de plantas micropropagadas de cana-de-açúcar, 
variedade RB867515, inoculadas com a mistura das estirpes PAL5, HRC54 e 
CBAmC sob diferentes concentrações de células bacteriana. Coleta realizada aos 60 
dias após a inoculação. Dados referentes a 6 repetições. Teste LSD com nível de 
significância de 5%. c.v.: 18,79%. 
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Figura 12: Massa seca total de plantas micropropagadas de cana-de-açúcar, 
variedade RB867515, inoculadas com a mistura das estirpes PAL5, HRC54 e 
CBAmC sob diferentes concentrações de células bacteriana. Coleta realizada aos 60 
dias após a inoculação. Dados referentes a 6 repetições. Teste LSD com nível de 
significância de 5%. c.v.: 22,78%. 
 

Tabela 4: População de bactérias diazotróficas em raiz e parte aérea de plantas 
micropropagadas de cana-de-açúcar, variedade RB867515, inoculadas com uma 
mistura das estirpes PAL5, HRC54 e CBAmC sob diferentes concentrações de 
células bacteriana. Contagem realizada aos 60 dias após a inoculação, através do 
NMP. Dados referentes a 3 repetições para cada diluição. 
 

Meios de 
Cultura 

 

Log do nº de Células.g-1 de massa fresca 

Raiz Parte Aérea 

Concentrações do Inóculo Concentrações do Inóculo 

103 106 109 103 106 109 

JNFB 5,18±0,3 5,65±0,0 6,34±0,3 4,21±0,3 4,52±0,5 4,07±0,2 

LGI 4,81±0,2 4,97±0,0 5,39±0,0 4,18±0,3 4,02±0,5 3,81±0,2 

LGI-Pc 4,97±0,0 4,81±0,2 5,18±0,3 3,17±0,3 3,97±0,0 3,52±0,2 

 

 

3.1.3 - Ensaio III: Efeitos da inoculação da bactéria HRC54 a partir de suas 
diferentes fases de crescimento 
 

 A inoculação da bactéria Herbaspirillum seropedicae (HRC54) a partir de sua 

fase estacionária de crescimento promoveu maior desenvolvimento das plantas 
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comparadas àquelas inoculadas com a mesma bactéria a partir de suas fases 

iniciais de crescimento (lag e log), bem como, comparado às plantas não inoculadas. 

Tais observações são válidas para as características agronômicas de acúmulo de 

massa seca de raiz e parte aérea das plantas inoculadas (Figuras 13 e 14). 

 Estes efeitos na promoção de crescimento vegetal, demonstrado pela 

inoculação de bactérias, podem estar relacionados à síntese de substâncias 

reguladoras de crescimento, por exemplo. Uma vez que são considerados vários 

efeitos positivos desta associação planta/bactéria, seja favorecendo a FBN, 

aumentando a superfície radicular, resistência a fatores bióticos e abióticos, dentre 

outros.  

Os resultados aqui apresentados sugerem que o maior período em que a 

bactéria permaneceu no meio de cultura de crescimento, até a fase estacionária, 

possibilitou a síntese ou a maior produção de compostos fitormonais. Isto está de 

acordo com as observações feitas por TIEN et al. (1979) e ONA et al. (2005) de que a 

concentração de AIA aumentou com a idade da cultura até alcançar a fase 

estacionária. Estes mesmos autores observaram que combinações de ácido indol 

acético, citocininas e giberelinas aplicadas em sementes de Pennisetum 

americanum L. produziram mudanças na morfologia radicular similar às produzidas 

pela inoculação com A. brasilense. 

Segundo GLICK et al. (1999), bactérias endofíticas em interação com plantas 

liberam altos conteúdos de AIA, podendo mudar o balanço local de hormônio 

endógeno provocando respostas no hospedeiro, as quais dependem da 

concentração do fitormônio gerado, tipo de hospedeiro e sua sensibilidade ao 

hormônio.   
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Figura 13: Massa seca de raiz de plantas micropropagadas de cana-de-açúcar 
inoculadas com a bactéria HRC54 a partir de suas fases de crescimento. Coleta 
realizada aos 60 dias após a inoculação. Dados referentes a 6 repetições. Teste 
LSD com nível de significância de 5%. c.v.: 24,68%. 
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Figura 14: Massa seca de parte aérea de plantas micropropagadas de cana-de-
açúcar inoculadas com a bactéria HRC54 a partir de suas fases de crescimento. 
Coleta realizada aos 60 dias após a inoculação. Dados referentes a 6 repetições. 
Teste LSD com nível de significância de 5%. c.v.: 17,80%. 
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3.2 – Avaliação da Concentração de Inóculo Misto de Bactérias Endofíticas em 
Toletes de Cana-de-Açúcar 

 

Aos 45 dias após a inoculação foi realizada a avaliação da população 

bacteriana nas plantas inoculadas. Foi observada uma pequena variação 

populacional destas bactérias em raízes das plantas que receberam inóculo misto 

em diferentes concentrações. Esta variação foi observada na população crescida no 

meio JNFB a partir de raiz de plantas das variedades RB72454 (Figura 15) e 

RB867515 (Figura 16). Já em relação à população detectada pelo meio JMV, a partir 

de raíz das plantas da variedade RB867515, variou de forma inversamente 

proporcional à concentração de células bacterianas inoculadas (Figura 16). 

Este resultado mostra que o estabelecimento endofítico das bactérias foi 

efetivo para todos os tratamentos, embora não havendo diferenças significativas da 

população bacteriana nas plantas inoculadas.  

Neste experimento, foi observado um efeito da inoculação no acúmulo de 

massa seca de parte aérea das plantas entre as variedades e dentro das 

concentrações de inóculo. Entre as variedades, foi observado que a inoculação 

mista nas concentrações 103 e 106 células mL-1 realizada nas plantas da variedade 

RB867515 promoveu um maior acúmulo de massa seca de parte aérea comparado 

às plantas da variedade RB72454 inoculadas com as mesmas concentrações de 

inóculo (Tabela 5). Com relação ao efeito da concentração de inóculo, as plantas da 

variedade RB72454 que receberam o inóculo na concentração 103 células mL-1 

tiveram uma promoção de crescimento significativamente superior às demais desta 

mesma variedade. O mesmo foi observado nas plantas da variedade RB867515, 

que receberam o inóculo misto na concentração 106 células mL-1 (Tabela 5). 

Também foi observado, nas duas variedades, que as plantas que receberam maior 

concentração de células bacteriana (109 células mL-1), apresentaram um menor 

acúmulo de massa seca de parte aérea. 

Já em relação ao acúmulo de massa seca de raiz, não foi possível observar 

efeito da inoculação destas bactérias, entre variedades e dentro das concentrações 

de inóculo, na promoção do crescimento radicular das plantas de ambas as 

variedades (Tabela 6). No entanto, de forma similar à produção de biomassa de 
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parte aérea, um menor acúmulo de massa seca de raiz foi observado nas plantas 

que receberam inóculo na concentração 109 células mL-1.  

Estes dados demonstram a eficiência da introdução das espécies de bactérias 

pela metodologia de inoculação utilizada. Esta observação está de acordo com os 

resultados obtidos por OLIVEIRA et al. (2006) que observaram viabilidade da 

inoculação conjunta de cinco espécies de bactérias endofíticas, sendo as mesmas 

utilizadas neste experimento. Estes autores observaram também a influência do tipo 

de solo, mistura bacteriana e níveis de nitrogênio na resposta da FBN por duas 

variedades de cana-de-açúcar oriundas de micropropagação.  

Alguns autores acreditam que devido à grande diversidade de estirpes 

encontradas naturalmente em rizosfera de plantas, o uso de um inoculante à base 

de mistura bacteriana pode ser benéfico para o aumento da produtividade, reduzindo 

a dependência da cultura por fertilizantes nitrogenados. NGUYEN et al. (2002) citado 

por KENNEDY et al. (2004), obtiveram resultados promissores com a utilização de 

inoculantes mistos de estirpes selecionadas para diferentes efeitos benéficos como a 

solubilização de fósforo, produção de fitormônios e FBN. Entretanto, segundo estes 

autores, nem todos os experimentos conduzidos em casa de vegetação e campo 

têm demonstrado respostas positivas à este tipo de inoculação, havendo casos em 

que houve redução no ganho de produtividade das plantas inoculadas. 

Incrementos, na produção de biomassa e nitrogênio, em folhas de plantas de 

cana-de-açúcar oriundas de micropropagação e toletes, foram observados quando 

inoculadas com bactérias diazotróficas em conjunto com fungos micorrízicos 

(MUTHUKUMARASAMY et al., 1999). Esta interação promoveu efeitos sinergísticos no 

crescimento e incremento do conteúdo de fósforo nas plantas, aumento da infecção 

do fungo e absorção de nutrientes minerais como fósforo, nitrogênio e zinco (LI et al., 

1992; GORI e FAVILLI, 1995). Já a inoculação mista de Azospirillum em condições in 

vitro mostrou maior produção de fitormônio (JANZEN et al., 1992), condições mais 

favoráveis para FBN (HOLGUIN e BASHAN, 1996) e maior eficiência no controle 

biológico de patógenos (BASHAN, 1998).  

Plantas de cana-de-açúcar inoculadas com a mistura das bactérias 

Herbaspirillum seropedicae (HRC54), H. rubrisubalbicans (HCC103) e 

Gluconacetobacter dizotrophicus (PAL5), e posterior inoculação com Leifsonia xyli 

subsp. xyli , apresentaram resistência ao raquitismo da soqueira na variedade 

Co421, em cana-planta (CARNEIRO JR., 2006). 
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Figura 15: População de bactérias diazotróficas em raiz de plantas de cana-de-
açúcar oriundas de toletes, variedade RB72454, que receberam inóculo misto em 
diferentes concentrações. Contagem realizada através da técnica NMP, aos 45 dias 
após a inoculação. Dados referentes a 3 repetições para cada diluição.   
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Figura 16: População de bactérias diazotróficas em raiz de plantas de cana-de-
açúcar oriundas de toletes, variedade RB867515, que receberam inóculo misto em 
diferentes concentrações. Contagem realizada através da técnica NMP, aos 45 dias 
após a inoculação. Dados referentes a 3 repetições para cada diluição.   
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Tabela 5: Acúmulo de massa seca da parte aérea de plantas de cana-de-açúcar 
oriundas de toletes, que receberam inóculo misto das estirpes PAL5, HRC54, 
CBAmC, HCC103 e PPe8, em diferentes concentrações de células.  
 

Tratamentos de 
Inoculação 

Massa Seca Parte Aérea (g) 

Variedade RB72454 Variedade RB867515 

Conc. Inóculo 103 11,65 a B 15,13 ab A 

Conc. Inóculo 106 11,09 ab B 16,43 a A 

Conc. Inóculo 109 7,81    c A 10,24     c A 

Controle 7,98  bc B 12,19   bc A 

 
As letras maiúsculas separam as médias dentro das linhas e as minúsculas separam as 
médias dentro de cada coluna. Avaliação aos 45 dias após a inoculação. Médias de 4 
repetições. cv: 19,19%. 

 

Tabela 6: Acúmulo de massa seca de raiz de plantas de cana-de-açúcar oriundas de 
toletes, que receberam inóculo misto das estirpes PAL5, HRC54, CBAmC, HCC103 
e PPe8, em diferentes concentrações de células. 

 

Tratamentos de 
Inoculação 

Massa Seca Raiz (g) 

Variedade RB72454 Variedade RB867515 

Conc. Inóculo 103 2,19 a A 2,29 a A 

Conc. Inóculo 106 1,92 a A 2,30 a A 

Conc. Inóculo 109 1,35   b A 2,18 a A 

Controle 1,79 ab A 2,07 a A 

 
As letras maiúsculas separam as médias dentro das linhas e as minúsculas separam as 
médias dentro de cada coluna. Avaliação aos 45 dias após a inoculação. Médias de 4 
repetições. cv: 34,13%. 
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3.3 – Avaliação de Métodos de Inoculação de Bactérias Diazotróficas 
Endofíticas em Toletes de Cana-de-Açúcar 

 

 A análise do crescimento de bactérias endofíticas demonstrou uma maior 

população nas plantas submetidas ao método de inoculação por imersão durante 6 

horas, seguido da adição do inóculo no substrato. Este maior valor populacional em 

raízes e parte aérea das plantas oriundas de toletes tratados termicamente (Figura 

17). Com relação às plantas oriundas de toletes não tratados, não houve diferença 

nos números populacionais encontrados nas plantas inoculadas pelos diferentes 

métodos. No entanto, na parte aérea das plantas que tiveram o inóculo adicionado 

sobre o substrato foi observado um maior número populacional de células (Figura 

18). 
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Figura 17: População de bactérias diazotróficas em raiz e parte aérea de plantas de 
cana-de-açúcar, variedade RB72454, oriundas de toletes tratados termicamente e 
submetidos a diferentes métodos de inoculação. Contagem realizada aos 30 dias 
após a inoculação através do NMP. Dados referentes a 3 repetições para cada 
diluição. 
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Figura 18: População de bactérias diazotróficas em raiz e parte aérea de plantas de 
cana-de-açúcar, variedade RB72454, oriundas de toletes não tratados termicamente 
e submetidos a diferentes métodos de inoculação. Contagem realizada aos 30 dias 
após a inoculação através do NMP. Dados referentes a 3 repetições para cada 
diluição. 

 

Foi observado efeito do tratamento térmico apenas quando o inóculo foi 

adicionado diretamente sobre o substrato. Assim, foi observado que as plantas 

oriundas de toletes tratados termicamente apresentaram maior acúmulo de massa 

seca de raiz, comparadas às plantas que foram inoculadas pelo mesmo método, 

porém, oriundas de toletes não tratados (Tabela 7). O mesmo foi observado no 

acúmulo de massa seca de parte aérea das plantas inoculadas pelos métodos de 

imersão durante 2 e 6 horas, bem como, da adição do inóculo no substrato (Tabela 

8).  

Apenas o método de adição da bactéria ao substrato possibilitou, às plantas 

inoculadas e tratadas termicamente, acúmulo de massa seca de raiz 

significativamente superior às inoculadas pelos demais métodos ou às plantas 

controles (Tabela 7). Foi observado um maior acúmulo de massa seca de parte 

aérea nas plantas que tiveram os toletes tratados termicamente e inoculadas por 

imersão durante 2, 6 e 12 horas. Por outro lado, apenas as plantas oriundas de 

toletes não tratados termicamente, e inoculadas pelo método de imersão durante 12 

horas, apresentaram acúmulo de massa seca de parte aérea superior às plantas 

controles não inoculadas (Tabela 8). 
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Em relação à percentagem de nitrogênio total nos tecidos de plantas de cana-

de-açúcar oriundas de toletes, foi observado haver efeito do tratamento térmico no 

acúmulo de nitrogênio nestas plantas. No presente experimento, as plantas tratadas 

termicamente e inoculadas pelos métodos de imersão durante 2 e 6 horas, 

apresentaram um maior percentual de nitrogênio total em parte aérea. Com relação 

aos métodos de inoculação, não houve diferenças entre os mesmos para as plantas 

oriundas de toletes tratados. No entanto, para as plantas oriundas de toletes não 

tratados foi observado que os métodos de inoculação referentes a 2 e 12 horas de 

imersão proporcionaram às plantas um maior acúmulo de nitrogênio total na parte 

aérea comparados aos demais métodos e às plantas não inoculadas (Tabela 9). 

Foi observada uma pequena variação populacional entre as plantas que 

tiveram os toletes tratados em relação aos não tratados termicamente. Isto pode ter 

sido observado devido à sensibilidade destas bactérias aos fatores abióticos como 

temperatura e umidade. Entretanto, estes dados confirmam que a temperatura de 50 
ºC durante 2 a 3 horas, usualmente usado para controle de patógenos pelos 

produtores de cana-de-açúcar, não elimina completamente os microrganismos 

endofíticos (ORTEGA et al., 2001). A inibição parcial da atividade da nitrogenase pelo 

tratamento térmico (50 ºC, 2 h) detectado por ORTEGA et al. (2001), pode ser 

explicado, em parte, pelo decréscimo da população endofítica.  

A variação populacional, entre os tratamentos analisados neste experimento, 

pode ter sido influenciada pelo substrato utilizado. Conforme já discutido 

anteriormente, a dinâmica da população de bactérias endofíticas em plantas de 

cana-de-açúcar tem sido influenciada pelo estado nutricional nitrogenado (REIS JR et 

al., 2000), tecido vegetal utilizado e idade da planta (FUENTES-RAMIREZ et al., 1999; 

PERIN, 2003), teor de umidade do solo (OLIVEIRA et al., 2004), bem como se as 

amostras analisadas são ou não provindas de plantas inoculadas e crescidas em 

substratos esterilizados (SEVILLA et al., 2001). 
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Tabela 7: Acúmulo de massa seca de raiz de cana-de-açúcar, variedade RB72454, 
oriunda de toletes, tratados e não tratados termicamente e submetidos a diferentes 
métodos de inoculação. 
 

 
Métodos de Inoculação 

Tratamento Térmico 
Tratado Não Tratado 

Massa Seca Raiz (g) 
Controle 3,369   b  A 2,916 a A 

Imersão 2 h 3,843 ab A 3,839 a A 
Imersão 6 h 4,079 ab A 2,936 a A 

Imersão 12 h 4,424 ab A 3,834 a A 
Adição no Substrato 4,977 a A 2,793 a B 

  
As letras maiúsculas separam as médias dentro das linhas e as minúsculas separam as 
médias dentro de cada coluna. Coleta realizada aos 90 dias após a inoculação. Médias de 6 
repetições. Teste LSD com nível de significância de 5%. cv: 25,53%. 

 

Tabela 8: Acúmulo de massa seca de parte aérea de cana-de-açúcar, variedade 
RB72454, oriunda de toletes, tratados e não tratados termicamente e submetidos a 
diferentes métodos de inoculação. 
 

 
Métodos de Inoculação 

Tratamento Térmico 
Tratado Não Tratado 
Massa Seca Parte Aérea (g) 

Controle 19,319   b  A 17,918   b A 
Imersão 2 h 22,122 a A 19,667 ab B 
Imersão 6 h 23,428 a A 18,188   b B 

Imersão 12 h 22,938 a A 21,059 a A 
Adição no Substrato 21,224 ab A 17,717   b B 

 
As letras maiúsculas separam as médias dentro das linhas e as minúsculas separam as 
médias dentro de cada coluna. Coleta realizada aos 90 dias após a inoculação. Médias de 6 
repetições. Teste LSD com nível de significância de 5%. cv: 8,01%. 
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Tabela 9: Percentagem de nitrogênio em parte aérea de cana-de-açúcar, variedade 
RB72454, oriunda de toletes, tratados e não tratados termicamente e submetidos a 
diferentes métodos de inoculação.  
 

Tratamentos de 
Inoculação 

Percentagem de Nitrogênio (%N) 

Tratamento Térmico 

Tratado Não Tratado 

Controle 1,42   ab A 1,37   c A 

Imersão 2 h 1,38   ab B 1,59   a A 

Imersão 6 h 1,28   b B 1,54   ab A 

Imersão 12 h 1,53   a A 1,42   bc A 

Adição no Substrato 1,35   b A 1,38   c A 

 

As letras maiúsculas separam as médias dentro das linhas e as minúsculas separam as 
médias dentro de cada coluna. Coleta realizada aos 90 dias após a inoculação. Médias de 3 
repetições. Teste LSD com nível de significância de 5%.  cv: 19,17%. 

 

3.4 – Avaliação de Métodos de Inoculação de Bactérias Diazotróficas 
Endofíticas em Toletes Pré-Germinados de Cana-de-Açúcar 

 

 A inoculação de bactérias endofíticas em toletes de cana-de-açúcar pré-

germinados, tratados e não tratados termicamente, possibilitou a infecção e 

colonização destas bactérias nos tecidos de raiz e parte aérea das plantas. Através 

da contagem pela técnica NMP foi possível observar que a população bacteriana 

nas raízes das plantas inoculadas não diferiu entre as plantas oriundas de toletes 

pré-germinados tratados e não tratados termicamente (Figuras 19 e 20). Em relação 

à população bacteriana na parte aérea destas plantas, foi observado uma maior 

população nas plantas inoculadas pelo método de adição da bactéria no substrato, 

seguido dos métodos de inoculação por imersão durante 2 e 6 horas (Figuras 19 e 

20).  

 A avaliação dos métodos de inoculação de bactérias em toletes pré-

germinados mostrou não haver efeito do tratamento térmico na promoção do 

crescimento de raiz e parte aérea das plantas inoculadas pelos métodos analisados 
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(Tabelas 10 e 11). No entanto, foi observado que as plantas inoculadas pelo método 

de imersão durante 2 horas, oriundas de toletes tratados e não tratados, 

apresentaram maior acúmulo de massa seca de raiz em comparação às plantas 

inoculadas pelos demais métodos e controles não inoculados (Tabela 10).  

Em relação à produção de biomassa seca de parte aérea, foi observado que 

as plantas oriundas de toletes tratados e inoculados pela adição de bactéria no 

substrato apresentaram uma maior biomassa seca comparado às demais plantas. 

Nas plantas oriundas de toletes não tratados e inoculados pela adição da bactéria ao 

substrato e imersão durante 6 horas, apresentaram maior produção de biomassa em 

parte aérea comparadas aos demais tratamentos (Tabela 11). 

A busca por metodologias eficientes de inoculação de bactérias endofíticas 

em diversas culturas de potencial agrícola tem sido objeto de estudos nos últimos 

anos. Como exemplo, diferentes métodos de inoculação de bactérias diazotróficas 

em plantas de milho foram avaliados por BRESSAN e BORGES (2004). Os métodos 

avaliados foram: sementes tratadas, imersão no inóculo durante 2 horas; corte em 

50% das raízes seguida da imersão no inóculo durante 2 minutos; spray foliar, após 

o transplantio, em toda a área foliar; adição de inóculo no solo, 25 mL sobre a 

semente e sementes tratadas adicionado de 25 mL de inóculo diretamente no solo. 

Segundo estes autores, todos os métodos foram eficientes na infecção e 

colonização das raízes das plantas inoculadas. Entretanto, dos 10 isolados 

bacterianos inoculados, em cada método de inoculação, apenas 4 foram reisolados 

quando inoculados pelo método de tratamento de sementes. Já em relação à 

população em parte aérea, não foi reisolada nenhuma bactéria das plantas 

inoculadas pelo método spray foliar e tratamento de sementes.  
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Figura 19: População de bactérias diazotróficas em raiz e parte aérea de plantas de 
cana-de-açúcar, variedade RB72454, oriundas de toletes tratados termicamente, 
pré-germinados e submetidos a diferentes métodos de inoculação. Contagem 
realizada pelo NMP aos 30 dias após a inoculação. Dados referentes a 3 repetições 
para cada diluição. 
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Figura 20: População de bactérias diazotróficas em raiz e parte aérea de plantas de 
cana-de-açúcar, variedade RB72454, oriundas de toletes não tratados 
termicamente, pré-germinados e submetidos a diferentes métodos de inoculação. 
Contagem realizada pelo NMP aos 30 dias após a inoculação. Dados referentes a 3 
repetições para cada diluição. 
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Tabela 10: Acúmulo de massa seca de raiz de cana-de-açúcar, variedade RB72454, 
oriunda de toletes tratados e não tratados termicamente e submetidos a diferentes 
métodos de inoculação. 
 

Tratamentos de 
Inoculação 

Tratamento Térmico 
Tratado Não Tratado 

Massa Seca Raiz (g) 
Controle 1,90 b A 1,92 b A 

Imersão 2 h 2,62 a A 2,76 a A 
Imersão 6 h 2,39 ab A 2,26 ab A 

Adição no Substrato 2,45 ab A 2,54 ab A 
 
As letras maiúsculas separam as médias dentro das linhas e as minúsculas separam as 
médias dentro de cada coluna. Avaliadas aos 60 dias após a inoculação. Médias de 6 
repetições. Teste LSD com nível de significância de 5%. cv: 18,99%. 

 
Tabela 11: Acúmulo de massa seca de parte aérea de cana-de-açúcar, variedade 
RB72454, oriunda de toletes tratados e não tratados termicamente e submetidos a 
diferentes métodos de inoculação. 
 

Tratamentos de 
Inoculação 

Tratamento Térmico 
Tratado Não Tratado 
Massa Seca Parte Aérea (g) 

Controle 9,31 b A 9,58 c A 
Imersão 2 h 10,97 ab A 10,40 bc A 
Imersão 6 h 10,24 b A 10,50 ab A 

Adição no Substrato 12,55 a A 12,33 a A 
 
As letras maiúsculas separam as médias dentro das linhas e as minúsculas separam as 
médias dentro de cada coluna. Avaliação aos 60 dias após a inoculação. Médias de 6 
repetições. Teste LSD com nível de significância de 5%. cv: 12,02%. 
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4 – CONCLUSÕES 

 

• O inóculo bacteriano simples introduzido em diferentes concentrações de 

células em plântulas micropropagadas de cana-de-açúcar, demonstrou que a 

concentração 105 células mL-1 possibilitou maior número de células 

culturáveis no meio MS, no período de transplante das plântulas.  

 

• O inóculo bacteriano misto em diferentes concentrações de células e 

introduzido em plântulas micropropagadas de cana-de-açúcar não apresentou 

diferenças quanto ao número populacional de bactéria culturável, quando do 

transplante das plantas. 

 

•  As plantas que receberam o inóculo misto das estirpes PAL5, HRC54 e 

CBAmC, nas concentrações de 109 e 106 células mL-1, apresentaram um 

maior acúmulo de biomassa seca em raízes e planta total.  

 

• A inoculação de H. seropedicae estirpe HRC54, a partir de sua fase 

estacionária de crescimento, promoveu um maior desenvolvimento de plantas 

micropropagadas de cana-de-açúcar. 

 

• Um maior desenvolvimento de plantas de cana-de-açúcar, variedade 

RB72454 e oriundas de toletes, foi obtido quando receberam o inóculo misto 

das estirpes PAL5, HRC54 e CBAmC na concentração 103 células mL-1. 

 

• Um maior desenvolvimento de plantas de cana-de-açúcar, variedade 

RB867515 e oriundas de toletes, foi obtido quando receberam o inóculo misto 

das estirpes PAL5, HRC54 e CBAmC na concentração 106 células mL-1. 

 

• A bactéria H. seropedicae (HRC54) foi encontrada em maior número 

populacional em plantas de cana-de-açúcar, variedade RB72454 e oriundas 

de toletes, inoculadas por imersão durante 6 horas ou adição do inóculo no 

substrato. 
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CAPÍTULO II 

 

 

 

 

 

 

 

PROSPECÇÃO PRELIMINAR DE SUBSTÂNCIAS PROMOTORAS DE 

CRESCIMENTO SECRETADAS POR BACTÉRIAS DIAZOTRÓFICAS 

ENDOFÍTICAS 
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RESUMO 

 

Bactérias diazotróficas endofíticas têm sido consideradas como bactérias 

promotoras de crescimento vegetal (BPCV). Em plantas de cana-de-açúcar, essas 

bactérias têm sido responsáveis por parte do aumento na produção de biomassa 

dessas plantas. Dentre as contribuições estão: a disponibilidade de nitrogênio fixado 

biologicamente; aumento na disponibilidade de nutrientes na rizosfera; influência 

positiva na morfologia e crescimento de raízes, dentre outros efeitos benéficos na 

interação plantas/microrganismos. Este trabalho teve como objetivos identificar e 

caracterizar substâncias secretadas por bactérias diazotróficas endofíticas em meios 

de cultura líquido e semi-sólido e avaliar o potencial destas bactérias na promoção 

de crescimento de plantas de cana-de-açúcar micropropagadas e oriundas de 

sementes. Todas as estirpes de bactérias analisadas secretaram compostos indóis 

em menor ou maior intensidade, dependendo da concentração de triptofano no meio 

de cultura. As análises em Cromatografia Gasosa acopladas à Espectrometria de 

Massa (CG-EM) de substâncias secretadas pela bactéria G. diazotrophicus (PAL5) 

em meio líquido DYGS e LGI-P apresentaram os compostos: ácido indol-3-

carboxialdeído, ácido indol-3-acético, ácido indol-3-carboxílico metil éster, indol-5-

aldeído e ácido indol acético metil éster. Estas análises realizadas em substâncias 

secretadas pela bactéria H. seropedicae (HRC54) em meio líquido DYGS e JNFB 

apresentaram os compostos indol-3-carboxialdeído e indol-5-aldeído. Todas as 

plantas de cana-de-açúcar oriundas de sementes e inoculadas com bactérias 

endofíticas apresentaram maior acúmulo de biomassa. Ademais, avaliando proteínas 

secretadas por H. seropedicae (HRC54), verificou-se por SDS-PAGE, a presença de 

15 a 18 proteínas com massa molecular entre 20 e 210 kDa. Estas proteínas foram 

secretadas em meio DIGYS líquido e, destas, dez foram avaliadas quanto à sua 

identidade por espectrometria de massa. Duas proteínas, uma de massa 68 kDa que 

corresponde a DNA primase de E.coli, e outra de massa 27 kDa que corresponde a 

uma proteína M de Streptococcus pyogenes foram identificadas. 

 

Palavras-chave: Auxina, inoculação, Herbaspirillum seropedicae e 

Gluconacetobacter diazotrophicus. 
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ABSTRACT 

 

Endophytic diazotrophic bacteria have been considered as plant growth 

promoting bacteria (PGPB). These bacteria in association with sugarcane have been 

responsible for improving biomass production through different modes of action 

including fixing nitrogen, increasing the availability of nutrients in the rhizosphere, 

positively influencing on root growth and morphology, and promoting other beneficial 

plant/microorganism associations. The aims of this work were to identify and 

characterize released substances from chemically-defined liquid and semi-solid 

culture media, as well evaluate the bacterial potential on plant growth promotion of 

sugarcane plants originated from micropropagation and true seed-born. All strains 

evaluated were able to produce substances like phytohormone depending on 

concentration of triptofano used as precursor. Gluconacetobacter diazotrophicus 

(PAL5) grown on liquid media LGI-P and DYGS and analyzed through GC/MS 

produced the substances: acid indole-3-carboxaldehyde, acid indole-3-acetic, acid 

indole-3-carboxylic methyl ester, indole-5-aldehyde and acid indole-3-acetic methyl 

ester. These analyzes in relation to substances released by Herbaspirillum 

seropedicae (HRC54) grown on liquid media DYGS and JNFB showed the 

substances acid indole-3-carboxaldehyde and indole-5-aldehyde. All sugarcane 

plants seed-born and inoculated with endophytic diazotrophic bacteria obtained 

better growth promotion. Furthermore, evaluating the protein profile of H. 

seropedicae HRC54 we verified the presence of 15 to 18 proteins with molecular 

weight raging from 20 to 210 KDa, which were secreted on DIGYS liquid medium. 

Ten of them were evaluated on mass spectroscopy which allows identifying a 68 KDa 

protein similar to DNA primase from Escherichia coli, a 27KDa M protein from 

Streptococcus pyogenes and other unknowing proteins. 

 

Key words: Auxin, inoculation, Herbaspirillum seropedicae and Gluconacetobacter 

diazotrophicus. 
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1 – INTRODUÇÃO 

 

 

A obtenção de efeitos maximizados da associação plantas/bactérias 

diazotróficas, através de promotores de crescimento de plantas requer estratégias 

sistemáticas que envolvam os aspectos positivos, possibilitando a manutenção ou 

aumento de produtividade das plantas, enquanto a aplicação de fertilizantes é 

reduzida (KENNEDY et al., 2004). 

Diversas bactérias diazotróficas apresentam habilidade para a síntese de 

compostos promotores de crescimento vegetal. O maior número de relatos refere-se 

à biosíntese do ácido indol acético (AIA) em interação com bactérias associadas a 

plantas. Este composto estimula a densidade e o comprimento dos pêlos 

radiculares, a freqüência de raízes laterais e o aumento da superfície de raiz. Tais 

efeitos na morfologia e fisiologia da raiz resultam em aumento de absorção de água 

e nutrientes, aumentando assim a capacidade da planta de produzir e suportar 

estresses ambientais (OKON e LABANDERA-GONZALEZ, 1994).  

A produção de ácido indol acético (AIA) por microrganismos pode variar entre 

estirpes e espécies de bactérias e depende da variabilidade de substratos. Existem 

diferentes vias biosintéticas na produção de AIA, sejam dependentes ou 

independentes do aminoácido triptofano como precursor da reação de síntese.  

Estas vias podem atuar paralelamente em alguns microrganismos (LEE et al., 2004). 

Plantas de cana-de-açúcar, sejam oriundas de sementes ou 

micropropagadas, são favorecidas pela inoculação de bactérias endofíticas em 

codições in vitro. Estas condições constituem ambientes favoráveis para infecção e 

colonização destas plantas inoculadas devido à desinfestação de sementes e o 

processo de cultura de meristemas que possibilitam uma redução da presença de 

competidores nesta associação planta/bactéria. Desta forma, estudos de promoção 

do crescimento de plantas de cana-de-açúcar obtidas nas condições descritas acima 

e inoculadas com bactérias endofíticas têm sido realizados com sucesso.   

A quantificação de reguladores de crescimento vegetal produzidos por estas 

bactérias pode ser realizada por algumas metodologias disponíveis, entre eles o 

método colorimétrico com reagente Salkowisk. Este método baseia-se na oxidação 

de compostos indólicos por sais férricos, presentes no reagente de Salkowisk. 
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Assim, a reação de uma solução contendo o padrão AIA com o reagente de 

Salkowski resulta numa coloração rosa avermelhado, indicativo de uma reação 

positiva. 

Outro método utilizado é a cromatografia gasosa acoplada à espectrometria 

de massas. Esta é uma eficiente técnica de separação com alta sensibilidade, 

podendo ser utilizada para separar e purificar compostos. Já a espectrometria de 

massas permite a separação de compostos e obtenção de um espectro de massas 

para cada pico, de forma que o padrão de fragmentação pode ser comparado com 

aqueles disponíveis na biblioteca de espectros de massas, presentes no 

equipamento. 

Os experimentos descritos neste capítulo tiveram como objetivos: 1) avaliar o 

potencial de bactérias diazotróficas endofíticas na promoção de crescimento de 

plantas de cana-de-açúcar, micropropagadas e oriundas de sementes; 2) identificar 

e caracterizar compostos produzidos por estas bactérias em meios de cultura líquido 

e semi-sólido através do método colorimétrico Salkowisk e cromatografia gasosa 

acoplada à espectrometria de massas.  
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2 – MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 – Efeito da Composição do Inóculo Bacteriano Sobre a Promoção do 
Crescimento de Plantas de Cana-de-Açúcar 

 

Plântulas micropropagadas de cana-de-açúcar da variedade comercial 

RB867515 foram inoculadas com a bactéria Herbaspirillum seropedicae (HRC54) 

sob diferentes composições do inóculo: i) Bactéria com meio de cultura; ii) 

Suspensão bacteriana em solução salina; iii) Meio de cultura condicionado (meio de 

cultura após o crescimento celular, livre de células viáveis) e iv) Controle, sem 

bactéria.  

A inoculação foi realizada conforme descrito no item 2.1 do primeiro capítulo 

deste documento. Nos tratamentos que receberam células bacterianas, o inóculo 

continha uma concentração de 107 células mL-1. Após a inoculação, as plântulas 

permaneceram em condições in vitro durante 15 dias e foram posteriormente 

transferidas para casa de vegetação. Nesta condição, as plantas foram crescidas em 

vasos com substrato comercial Plantmax, capacidade 2 L, durante 45 dias. O 

delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com 6 repetições. 

As plantas inoculadas neste experimento foram destinadas às avaliações em 

dois momentos. No primeiro, 15 dias após a inoculação, o efeito da inoculação da 

bactéria nestas plantas foi avaliado através da contagem do número de sítio mitótico 

em raiz e mensuração da área e massa radicular das plantas inoculadas. No 

segundo, as plantas crescidas em casa de vegetação foram avaliadas aos 60 dias 

após a inoculação através da mensuração do acúmulo de massa seca de raiz e 

parte aérea. 

Para a contagem do número de sítios mitóticos as raízes foram lavadas com 

água e clareadas em solução de KOH 0,5% durante 20 minutos em banho maria a 

75 ºC. Decorrido este período de clareamento, as raízes foram lavadas novamente e 

mantidas no escuro durante 14h para coloração com hematoxilina férrica. Após esse 

período, as raízes foram novamente lavadas com água e clareadas com ácido lático 

80% durante 30 a 90 segundos em banho a 75 ºC. As raízes foram transferidas 

individualmente para placas de Petri com água destilada e observadas sob uma lupa 

estereoscópica para contagem do número de sítios de mitose. O estoque de solução 
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de hematoxilina foi preparado com 1 g de hematoxilina, 0,5 g de sulfato férrico de 

amônio e 50 mL de ácido acético a 45%. A solução corante estoque foi mantida em 

ambiente protegido da luz em temperatura ambiente e em sua preparação para uso, 

diluída em água destilada 40 vezes. 

Para a obtenção do comprimento radicular, as raízes foram lavadas e 

digitalizadas em scanner de mesa. As imagens foram analisadas através do software 

SIARCS® (Sistema Integrado para Análises de Raízes e Cobertura de Solos). 

 
2.2 - Produção de Compostos da Classe Indol por Bactérias Diazotróficas 
Endofíticas Através do Método Colorimétrico Salkowisk  
 

 Neste experimento foi avaliada a capacidade de produção de compostos da 

classe indol por bactérias diazotróficas endofíticas através da metodologia 

colorimétrica adaptada a partir de SARWAR e KREMER (1995). 

 Foram avaliadas 40 estirpes de bactérias: Gluconacetobacter diazotrophicus 

(PPe4, PRJ2, CHCA, 26R-2, PRJ56, 20F-2, AF32, PAL5, PRJ55, PAL3, PSP17, 

BR11329, 3R-2, 4R-2, 5R-2, PRJ50, 34R-2, CHR e PRJ14), Herbaspirillum sp 

(HRC54, HCC100, Z67, HRC80, 198, HCC101, M4, M5, HRC53, HCC103, HRC51, 

Z94 e HRC50), Burkholderia sp (M130, PPe8, PPe6 e BR3407) e Azospirillum sp 

(Cd, 5SP, CBAmC e Az6). Estas estirpes foram analisadas em condições de 

crescimento em meio de cultura líquido e semi-sólido. O meio de cultura líquido 

DYGS foi utilizado para todas as estirpes, diferenciando apenas a fonte de carbono 

como a supressão do ácido málico para crescimento das estirpes de 

Gluconacetobacter diazotrophicus. Já nas condições de avaliação em meio de 

cultura semi-sólido, foram utilizados os meios: LGI-P para o crescimento de estirpes 

da bactéria Gluconacetobacter diazotrophicus, JNFB para Herbaspirillum sp, JMV 

para Burkholderia sp e NFb para Azospirillum sp. Em todos estes meios de cultura 

semi-sólidos foi suprimido o indicador de pH azul de bromotimol. 

Colônias puras das referidas bactérias foram crescidas em meio líquido DYGS 

como pré-inóculo durante 24 horas. Após este período, foi realizado um ajuste do 

número de células para 108 células mL-1 através de contagem das mesmas em 

câmara de Neubauer e diluídas em meio líquido DYGS. A inoculação foi realizada 

utilizando 5 μL do pré-inóculo adicionados em frascos de tubo de ensaio contendo 5 
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mL de meio líquido ou esta mesma alíquota adicionada em frascos de penicilina, 

capacidade 12 mL, contendo 5 mL de meio semi-sólido. 

Nas duas condições de avaliação foi utilizada a adição de triptofano nas 

concentrações 0, 100 e 200 μg.mL-1 filtrado em millipore de malha 0,2 μm. Foram 

utilizadas 3 repetições para cada estirpe e dose de triptofano. O crescimento das 

culturas ocorreu em câmara escura com agitação (meio líquido) a 120 rpm durante 

72 horas a 30 ºC.   

A metodologia utilizada para determinação de compostos indóis foi descrita 

inicialmente por SARWAR e KREMER (1995), modificada por REIS Jr (2002). Para tanto, 

as culturas crescidas em meio líquido e semi-sólido foram centrifugadas a 7000 rpm 

durante 5 minutos. Uma alíquota de 150 μL da solução sobrenadante foi aplicada em 

placa de poliestireno com capacidade de 300 μL, sobre a qual foram adicionados 

100 μL do reagente de Salkowisk (1 mL de FeCl3.6H2O 0,5 M em 50 mL de HClO4 a 

35%). O tempo desta reação foi de 30 minutos em ausência de luz. Ocorrendo 

reação positiva, foi observada a formação de uma coloração rósea e realizada a 

leitura de absorbância. O espectrofotômetro utilizado foi Labsystem Multiskan Plus 

(Labsystem Oy, Helsinki, Finlândia) com filtro de interferência de 492 nm e os dados 

processados pelo programa Labsystem Transmit Multskan Plus for Windows.  

A análise de compostos, produzidos por bactérias em meio de cultura pode 

ser realizada de forma rápida e eficiente utilizando o método Salkowisk. Foi utilizada 

como referência, uma curva padrão determinada previamente a partir do AIA 

(Merck). As concentrações utilizadas foram: 0, 25, 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350 e 

400 μM. Assim, as medidas de absorbância das amostras em análise foram 

comparadas com a referida curva padrão. Como esta curva foi produzida a partir do 

composto AIA, os resultados são expressos diretamente em unidades equivalentes a 

μM de AIA. 
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2.3 - Análise de Compostos Secretados em Meio de Cultura Bacteriano por 
Cromatografia Gasosa Acoplada à Espectrometria de Massas (CG-EM)  

 

2.3.1 - Bactérias e meios de cultura utilizados 

 
As bactérias utilizadas foram Herbaspirillum seropedicae (HRC54) e 

Gluconacetobacter diazotrophicus (PAL5). Estas bactérias foram crescidas em meio 

líquido DYGS como pré-inóculo (5 mL) durante 24 horas e o número de células 

ajustado para 108 células mL-1 através de contagem em câmara de Neubauer. 

Foram utilizados os meios de cultura líquidos DYGS e JNFB para a estirpe 

HRC54 e os meios líquidos DYGS e LGI-P para a estirpe PAL5. O volume dos 

respectivos meios de cultura utilizados foi de 1 L em erlenmayer com capacidade de 

2 L. A inoculação foi realizada pela adição de 100 μL de cada cultura a partir do pré-

inóculo. Foi utilizado como precursor da síntese de reguladores de crescimento, o 

aminoácido triptofano na concentração de 100 μg.mL-1. Após a inoculação, os 

frascos foram incubados em condições de escuro, a 30 ºC e sob agitação de 120 

rpm durante 72 horas. 

 

2.3.2 - Preparo das amostras e extração com solvente 
  

A metodologia utilizada teve como referência as descritas em BASTIÁN et al. 

(1998) e MARTINEZ MORALES et al. (2003). Entretanto, vários ajustes foram 

necessários devido à escassez de informações na descrição desta metodologia, 

realizada pelos autores acima citados.   

As culturas bacterianas em suspensão foram centrifugadas a 15000 rpm, 

durante 30 minutos a 5 ºC. Em seguida, foi ajustado o pH da solução sobrenadante 

para 3,5. A extração foi realizada em funil de separação utilizando como solvente 

orgânico o acetato de etila, média polaridade, na proporção 2:1. As soluções obtidas 

foram destiladas a pressão reduzida em evaporador rotativo automático, fornecendo 

os extratos brutos.  

Foram realizadas extrações utilizando apenas os meios de cultura sem a 

presença de bactérias, como controle, com o objetivo de análise dos cromatogramas 

apresentados pelos compostos exclusivos dos respectivos meios de cultura.  
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2.3.3 - Análises Cromatográficas e Espectrométricas 
 

 As análises cromatográficas e espectrométricas foram realizadas no 

Laboratório de Ciências Químicas da UENF. 

Foram realizadas análises cromatográficas em camada delgada analítica 

utilizando cromatofolhas Al com sílica gel 60 F254, Merck.  A eluição foi feita com 

diclorometano/metanol (12%). A presença de substâncias foi verificada pela 

irradiação ultravioleta a 254 e 365 nm ou pulverizada com o reagente cromatogênico 

vanilina a 2% em ácido sulfúrico 2N, seguido de aquecimento. 

As amostras obtidas das extrações foram diluídas em metanol e analisadas 

pela injeção direta (1 μL) num Cromatógrafo a Gás CG-17A (SHIMADZU), acoplado 

ao Espectrômetro de Massas (CG/EM), GCMS-QP 5050A (SHIMADZU). A coluna 

utilizada foi a DB-5, J&W Scientific (Folsom, USA), com filme 0,25 μm, cujo 

comprimento e diâmetro são 30 m e 0,25 mm, respectivamente. A temperatura inicial 

da coluna foi 100 ºC chegando a 280 ºC numa razão de 15 ºC minuto-1, 

permanecendo por 18 minutos nesta última temperatura. A temperatura do injetor foi 

de 280 ºC e da interface entre GC-MS foi de 280 ºC. O gás de arraste foi o hélio com 

fluxo de 1,5 mL minuto-1. 

 

2.4 - Identificação de Proteínas Secretadas por Herbaspirillum Seropedicae 
(HRC54) em Meio Líquido DYGS  
 

A bactéria H. seropedicae (HRC54) foi crescida em meio líquido DYGS (500 

mL) durante 48 horas a 32 ºC e agitação constante a 120 rpm. Após este período, a 

cultura bacteriana foi centrifugada a 3.000g durante 30 minutos a 4 ºC com o 

objetivo de separar as bactérias do meio líquido, seguido de filtagem em membrana 

0,22 μm. As proteínas foram precipitadas com acetona gelada (2h a -20 ºC). Em 

seguida, o material foi centrifugado a 3.000g durante 30 minutos a 4 ºC. O pellet foi 

diluído em tampão de amostra para eletroforese 4x concentrado. 

 As proteínas presentes no sobrenadante foram quantificadas pelo método de 

Bradford e aplicadas em gel de acrilamide 12% (SDS-PAGE). O gel contendo as 

amostras aplicadas foi corado com prata e azul de coomassie. As proteínas 

separadas no gel SDS-PAGE foram retiradas, descoradas, tripsinizadas e 

desalinizadas com ZipTips (eppendorf). Estas proteínas tiveram sua identidade 
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bioquímica determinada após análise de extratos tripsinizados através de 

espectometria de massa do tipo MALDI-TOF-TOF. Este método utiliza a energia de 

um feixe de laser para ionizar uma matriz sólida misturada aos fragmentos trípticos 

ionizando-os. Estes peptídeos ionizados conseguem se deslocar em um tubo de vôo 

dentro do aparelho e chegam ao detector por ordem de tamanho, sendo os 

fragmentos mais leves a chegarem primeiro. Esta codição gera um gráfico 

denominado PMF (Peptide Mass Fingerprint), o qual pode ser utilizado para análise 

computacional em bancos de dados de proteínas como o MASCOT e o NCBI. 

 
2.5 – Solubilização de Fosfatos em Meio de Cultura por Bactérias Endofíticas 
  

Foram avaliadas 30 estirpes de bactérias: Gluconacetobacter diazotrophicus 

(CHCA, 26R-2, AF32, PAL5, PAL3, BR11329, 3R-2, 4R-2, PRJ50, 34R-2, CHR e 

PRJ14), Herbaspirillum sp (HRC54, HCC100, Z67, HRC80, 198, HCC101, M5, 

HRC53, HCC103, HRC51, Z94 e HRC50), Burkholderia sp (M130, PPe8, PPe6) e 

Azospirillum sp (5SP, CBAmC e Az6). Estas bactérias foram crescidas, 

individualmente, em meio líquido DYGS como pré-inóculo. Posteriormente, uma 

alíquota de 20 μL de cada cultura em suspensão foi adicionada diretamente sobre a 

superfície de um meio sólido disposto em placa de Petri e contendo, como fonte de 

fósforo inorgânio, o composto fosfato de cálcio. Este meio de cultura foi desenvolvido 

por VERMA et al. (2001), de composição (L-1): 10g de glicose; 5g de NH4Cl; 1g de 

NaCl; 0,8g deMgSO4.7H2O; 0,8g de CaS(PO4)3OH; 15g de agar. O pH do referido 

meio foi ajustado em 7,2. 

A superfície da placa de Petri foi dividida em seis quadrantes, comportando, 

portanto, seis isolados por placa. Foram utilizadas três repetições por estirpe de 

bactéria. Após a aplicação das bactérias, as placas foram incubadas durante cinco 

dias a 30 ºC.  

 
2.6 – Bactérias Endofíticas na Promoção de Crescimento de Plantas de Cana-
de-Açúcar Oriundas de Sementes  
 

Foram utilizadas as mesmas estirpes de bactéria avaliadas no experimento de 

solubilização de fosfatos. Assim, considerando o número de estirpes analisadas, 

este experimento foi dividido em dois ensaios, em condições in vitro.  
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2.6.1 - Desinfestação e pré-germinação das sementes  
 

As sementes de cana-de-açúcar do cruzamento Co421 x SP70-1143 foram 

imersas em solução de estreptomicina 0,1%, contendo duas gotas de detergente 

comercial, agitadas a 100 rpm por 10 minutos. Em seguida, foram lavadas duas 

vezes em água destilada estéril sob agitação e em solução de HgCl2 na proporção 

de 1:1000 por 10 minutos. As sementes foram em seguida lavadas oito vezes em 

água estéril sob agitação por 3 minutos. 

Após a desinfestação, as sementes foram colocadas para germinar em placas 

de Petri com meio Agar/água (0,1%) e incubadas a uma temperatura de 30 ºC por 

72 horas. 

 

2.6.2 - Bactérias e inoculação 
 

As bactérias foram crescidas em meio líquido DYGS como pré-inóculo e 1 mL 

desta suspensão bacteriana foi adicionada nos frascos contendo o meio de 

crescimento para as plantas. A adição da bactéria foi realizada antes de ocorrer a 

solidificação do meio de cultura. 

 

2.6.3 - Meio de cultura para o crescimento das plântulas  
 

O meio de cultura para o desenvolvimento das plântulas provenientes de 

sementes foi desenvolvido por SILVA et al., (1998), constituído de ¼ de sais de LGI 

sem adição de fonte de carbono e indicador de pH, adicionando 5g de Agar por litro 

e ajustando o pH para 6,0. 

Após a adição das bactérias e solidificação do meio de crescimento, as 

plântulas de cana-de-açúcar foram transferidas para os tubos onde permaneceram 

por até 70 dias, dispostos em sala de crescimento sob temperatura e luminosidade 

controladas. Foram utilizadas 6 repetições para cada estirpe bacteriana e o 

experimento conduzido em dois ensaios devido ao alto número de estirpes testadas. 

As avaliações consistiram da medida do acúmulo de massa seca total das plantas.  
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3 – RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

3.1 - Efeito da Composição do Inóculo Bacteriano Sobre a Promoção do 
Crescimento de Plantas de Cana-de-Açúcar  
 

Houve efeito da inoculação da bactéria Herbaspirillum seropedicae (HRC54), 

sob diferentes composições de inóculo sobre a promoção do crescimento plantas 

micropropagadas de cana-de-açúcar. As avaliações realizadas aos 15 dias após a 

inoculação mostraram que as plantas que receberam como inóculo células 

bacterianas suspensas em solução salina (B) e células bacterianas adicionadas do 

meio de crescimento (B+M) obtiveram um maior crescimento. Isto foi observado 

através das variáveis analisadas como acúmulo de massa fresca total das plantas 

(Figura 21), massa seca de parte aérea (Figura 22) e formação de sítios mitóticos 

(Figura 23). Não foram observadas diferenças no comprimento radicular das plantas 

inoculadas sob diferentes composições do inóculo (Figura 24).  

Estes dados mostram que as plantas inoculadas com a estirpe bacteriana 

HRC54 adicionada do meio de crescimento e ressuspensa em solução salina, 

apresentaram mudanças no padrão de fasciculação radicular. Este efeito resultou 

num maior comprimento de raízes totais, bem como incremento no número de sítios 

formadores de raízes laterais. Isto sugere que, tanto a presença da bactéria quanto 

as substâncias sintetizadas e liberadas por esta no meio líquido, durante seu 

crescimento, foram importantes na estimulação do crescimento da planta 

hospedeira. 
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Figura 21: Massa fresca total de plantas micropropagadas de cana-de-açúcar, 
variedade RB867515, inoculadas com a bactéria Herbaspirillum seropedicae 
(HRC54) sob diferentes composições do inóculo. Coleta realizada aos 15 dias após 
a inoculação. Médias de 6 repetições. Teste LSD com nível de significância de 5%.  
c.v.: 34,51%. 
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Figura 22: Massa seca de parte aérea de plantas micropropagadas de cana-de-
açúcar, variedade RB867515, inoculadas com a bactéria Herbaspirillum seropedicae 
(HRC54) sob diferentes composições do inóculo. Coleta realizada aos 15 dias após 
a inoculação. Médias de 6 repetições. Teste LSD com nível de significância de 5%. 
c.v.: 25,07%. 
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Figura 23: Número de sítios de mitose em raízes de plantas micropropagadas de 
cana-de-açúcar, variedade RB867515, inoculadas com a bactéria Herbaspirillum 
seropedicae (HRC54) sob diferentes composições do inóculo. Análises realizadas 
aos 15 dias após a inoculação. Teste LSD com nível de significância de 5%. c.v.: 
20,22%. 
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Figura 24: Comprimento radicular de plantas micropropagadas de cana-de-açúcar, 
variedade RB867515, inoculadas com a bactéria Herbaspirillum seropedicae 
(HRC54) sob diferentes composições do inóculo. Coleta realizada aos 15 dias após 
a inoculação. Médias de 6 repetições. Teste LSD com nível de significância de 5%. 
c.v.: 43,17%. 
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Aos 60 dias após a inoculação, as plantas crescidas em casa de vegetação, 

foram coletadas e avaliadas em relação à produção de biomassa de raiz e parte 

aérea. As avaliações mostraram que as plantas micropropagadas de cana-de-açúcar 

inoculadas com a bactéria Herbaspirillum seropedicae (HRC54), nas formas (B) e 

(B+M), tiveram uma maior produção de massa seca de raiz, comparadas aos 

tratamentos meio de cultura e controle não inoculado. Já em relação ao acúmulo de 

massa seca de parte aérea, o mesmo foi observado com a referida bactéria na forma 

de (B+M) (Figura 25). Para as características avaliadas como massa seca de raiz, 

parte aérea e planta total, as plantas que receberam como inóculo (B+M) 

apresentaram crescimento superior às que receberam outras fontes de inóculo 

(Figura 26).  

Assim, estas avaliações realizadas com as plantas que permaneceram em 

casa de vegetação durante 45 dias mostraram que as plantas responderam à 

inoculação sob diferentes composições de inóculo de forma similar às observadas 

nas plantas em condições in vitro. Isto sugere que algumas substâncias secretadas 

por estas bactérias em meio líquido possam estar evolvidas num evento morfo-

fisiológico que resulte na estimulação do crescimento da planta hospedeira. 
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Figura 25: Massa seca de raízes e parte aérea de plantas micropropagadas de 
cana-de-açúcar, variedade RB867515, inoculadas com a bactéria Herbaspirillum 
seropedicae (HRC54) sob diferentes composições do inóculo. Coleta realizada aos 
60 dias após a inoculação. Médias de 6 repetições. Teste LSD com nível de 
significância de 5%. c.v.: 12,81% (raiz) e 15,57% (parte aérea). 
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Figura 26: Massa seca de planta total de cana-de-açúcar, variedade RB867515, 
inoculada com a bactéria Herbaspirillum seropedicae (HRC54) sob diferentes 
composições do inóculo. Coleta realizada aos 60 dias após a inoculação. Médias de 
6 repetições. Teste LSD com nível de significância de 5%. c.v.: 13,40%. 
 

3.2 - Produção de Compostos da Classe Indol por Bactérias Diazotróficas 
Endofíticas Através do Método Colorimétrico Salkowisk  

 

Neste experimento todas as estirpes de bactérias analisadas apresentaram a 

capacidade para síntese destes compostos, em menor ou maior intensidade, quando 

o triptofano foi utilizado como precursor da síntese dos mesmos. Nas condições 

estudadas neste experimento, os valores obtidos de produção de compostos indóis 

estão diretamente relacionados com a dose de triptofano presente no meio de 

cultura. As maiores taxas de produção foram observadas nos meios de cultura 

acrescidos de 200 μg.mL-1 de triptofano. A exceção foi observada nas estirpes 

HCC100, HRC80, Z67 e CBAmC, quando crescidas em meio de cultura com a 

concentração de triptofano equivalente a 100 μg.mL-1, que apresentaram maior 

produção de compostos indóis (Tabela 12). Da mesma forma, as maiores 

concentrações dos compostos obtidos estiveram associadas às estirpes de bactérias 

da espécie Gluconacetobacter diazotrophicus, tanto em meio de cultura líquido 

quanto em meio semi-sólido.  
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Das estirpes analisadas, foram destacados quatro representantes para cada 

grupo considerado como de maior, médio e menor potencial de produção de 

substâncias reguladoras de crescimento. Quando estas análises foram realizadas 

utilizando as bactérias crescidas em meio líquido, foi observada maior produção 

destas substâncias pelas estirpes 3R-2, CHR, 4R-2 e PSP17. Valores intermediários 

foram obtidos com as estirpes PRJ55, HRC54, PAL5 e 34R-2, enquanto as menores 

produções destas substâncias foram observadas em meio de cultura com as estirpes 

BR3407, M130, Cd e CBAmC (Tabela 12). Estes valores são referentes aos 

tratamentos com dose de triptofano equivalente a 200 μg.mL-1.  

 As avaliações realizadas com as bactérias crescidas em meio semi-sólido 

mostraram que as maiores produções de susbtâncias reguladoras de crescimento 

foram obtidas pelas estirpes bacterianas 3R-2, AF32, 20F-2 e 4R-2. Valores 

intermediários foram obtidos com as estirpes PRJ50, 5R-2, M130 e PRJ2. Já as 

menores produções destas substâncias foram obtidas com as estirpes HRC53, 

HRC50, 198 e Z94 (Tabela 12). Estes valores são referentes à dose de triptofano 

equivalente a 200 μg.mL-1.  

 Neste estudo, a produção de AIA pelas estirpes bacterianas avaliadas, dentro 

de cada gênero, em meio de cultura líquido e semi-sólido, respectivamente, 

apresentou a seguinte variação: 1) de 32,9 a 440,7 e 597 a 1421,4 μM de AIA para 

as estirpes de Gluconacetoabcter; 2) de 49,2 a 289,6 e 375,5 a 427 μM de AIA para 

as estirpes de bactérias do gênero Herbaspirillum; 3) de 20,3 a 126,2 e 388,4 a 427 

μM de AIA para as estirpes de bactérias do gênero Azospirillum; 4) de 16,6 a 32,1 e 

375,5 a 629,2 μM de AIA por estirpes de bactérias do gênero Burkholderia. Todos 

estes valores são referentes às avaliações a partir das culturas crescidas em meio 

de cultura adicionado de triptofano na concentração de 200 μg.mL-1.  

As duas formas de meio de cultura (líquido e semi-sólido) utilizadas para 

crescimento das culturas bacterianas conferem a estas, condições metabólicas 

diferenciadas. Desta forma, as altas concentrações de indóis totais obtidas pelos 

isolados crescidos em meio de cultura semi-sólido, comparadas às obtidas pelos 

mesmos isolados crescidos em meio líquido, podem ter sido favorecidas pelos 

fatores estresse por falta de carbono, oxigenação e entrada das culturas bacterianas 

na fase estacionária de crescimento.  

Análises de produção de fitormônio por bactérias endofíticas através de 

métodos colorimétricos têm sido realizadas com freqüência. Porém, freqüentes 
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adaptações do método Salkowisk têm sido realizadas de acordo com as 

possibilidades e objetivos das avaliações. Desta forma, há a necessidade de 

atenção ao comparar resultados obtidos em diferentes experimentações. 

Os resultados, aqui apresentados, estão de acordo com os disponíveis na 

literatura para algumas bactérias endofíticas. Um exemplo disto são os dados 

apresentados por REIS JR. (2002) em relação à produção de AIA por estirpes da 

espécie Azospirillum amazonense. Este autor observou produções de AIA, variando 

de 35 a 110 μM, por estirpes da espécie Azospirillum amazonense.  

Avaliações similares realizadas por CROZIER et al. (1998) mostraram que 

estirpes da bactéria A. lipoferum produziram AIA variando de 0,0 μM a 85,9 μM. 

Estes mesmos autores verificaram produção de AIA por estirpes de A. brasilense 

variando de 8,0 a 149 μM. Variações na produção de AIA por espécies de 

Azospirillum na ordem de 20 a 432 μM foram apresentadas por MASCARUA-ESPARZA 

et al. (1998), citado por REIS JR. (2002). PERIN (2007), utilizando esta mesma 

metodologia, avaliou diferentes isolados da espécie Burkholderia silvatlantica e 

estirpes padrões das espécies B. tropica, B. brasilensis, B. kururiensis e B. unamae.  

A autora observou que apenas a estirpe TVV75, de B. vietnamiensis produziu 

compostos da classe indol. 

Avaliações realizadas com 34 isolados de cianobactérias de vida livre e 

simbióticas quanto à habilidade de síntese de auxinas foram realizadas por 

SERGEEVA et al. (2002).  Estes autores observaram que dos isolados de vida livre 

analisados, apenas 38% produziram estes compostos, enquanto 83% dos isolados 

simbióticos apresentaram a mesma habilidade. Segundo os autores, isto ocorreu 

devido à presença de fatores como precursores da biosíntese de AIA nos 

hospedeiros destas cianobactérias. 

ROESCH et al. (2007) avaliaram 224 isolados de bactéria Azospirillum spp. 

quanto à capacidade de síntese AIA. Estes autores observaram que dos isolados 

analisados, 121 apresentaram a habilidade na produção deste hormônio. Os 30 

isolados mais promissores produziram de 3,51 a 246,69 μg de AIA.mg-1 de proteína.  

Apesar de o método Salkowisk ser pouco sensível nestas avaliações, ele 

apresenta as vantagens de fácil e rápida operação, sendo ideal para avaliação de 

elevado número de estirpes. Este método é menos sensível do que os métodos 

cromatográficos, pois estirpes negativas ao reagente Salkowski podem responder 

 



 90

positivamente aos métodos de ELISA utilizando anticorpos anti-AIA e cromatografia 

gasosa acoplada à espectrometria de massas, enquanto o inverso ainda não foi 

observado (SERGEEVA et al., 2002).  CROZIER et al. (1988), observaram diferenças 

entre os métodos colorimétrico Salkwisk e cromatografia gasosa em relação à 

avaliação de substâmcias secretadas pelas bactérias para o meio de cultura. Estes 

autores observaram, para as mesmas condições de cultura da bactéria A. 

brasilense, uma produção de 0.5 μg AIA.mL-1 de meio obtida pelo método de 

cromatografia HPLC e 26.1 μg AIA.mL-1 de meio de cultura pelo método Salkowski. 

Isto sugere que as análises de produção de fitormônio pelo método colorimétrico 

devem receber atenção na apresentação dos resultados. 

Em relação ao aminoácido triptofano como precursor das reações de síntese 

de compostos indóis, SERGEEVA et al. (2002) apontam a possibilidade de este 

aminoácido ser consumido como fonte de nitrogênio no estádio inicial de 

crescimento da cultura, aumentando assim, as concentrações de AIA nesta fase. Isto 

ocorre, segundo estes autores, pelo fato do triptofano não estar disponível na fase 

estacionária da cultura. Por outro lado, altas doses de triptofano em meio de cultura 

com a bactéria A. brasilense (SP7) causaram efeitos tóxicos, inibindo o crescimento 

da bactéria e promovendo mudanças na coloração, síntese e transcrição de 

proteínas (PATTEN e GLICK 1996). 

BARAZANI e FRIEDMAN (2000) estudando o efeito do triptofano na atividade 

aleloquímica de PGPR, em condições axênicas, observaram que Comamonas 

acidovorans 26, Agrobacterium sp. e Alcaligenes piechaudii promoveram o 

elongamento de raiz de plântulas de alface em 15, 30 e 44%, respectivamente. 

Quando 10 mM de triptofano foi adicionado, as PGPR Agrobacterium sp. e A.  

piechaudii inibiram o elongamento radicular em 57,6 e 63,5%, respectivamente. No 

entanto, na mesma concentração de triptofano, C. acidovorans 26 promoveu o 

cresciemnto radicular dessas plantas. Isto suggere, segundo os autores, que o 

triptofano reverteu a promoção do crescimento radicular aumentando a produção de 

ácido indol acético pela bactéria C. acidovorans 26. 

Neste experimento foi observado que todas as bactérias avaliadas 

apresentaram a habilidade de síntese de fitormônios e seus conjugados. Estes 

resultados confirmam a possibilidade dessas bactérias, em associação com plantas 

de cana-de-açúcar, promover o crescimento destas plantas por efeitos sinergístico 

ao já conhecido potencial de FBN por estes isolados em plantas de cana-de-açúcar.  

 



 91

 

Tabela 12: Produção de compostos indóis por estirpes das bactérias 
Gluconacetobacter diazotrophicus, Herbaspirillum sp e Burkholderia sp em meio de 
cultura líquido (DYGS) e semi-sólido, sendo: LGI-P (G. diazotrophicus), JNFB 
(Herbaspirillum sp) e JMV (Burkholderia sp). Valores em médias de 3 repetições. 
 

 
Gênero/Estirpe de Bactéria 

Analisados 

Compostos da Classe Indol – μM (AIA) em Função das 
Doses de Triptofano (0, 100 e 200 μg. mL-1) 

Meio Líquido Meio Semi-Sólido 

0 100 200 0 100 200 

Gluconacetobacter        

PPe4 23,4 136,6 240,0 0 571,4 936,2

PRJ2 64,1 133,3 199,2 0 632,2 637,7

CHCA 72,6 145,5 206,6 0 492,2 924,4

26R-2 10,3 43,3 99,6 0 928,8 1077,4

PRJ56 30,7 81,1 114,0 8,5 662,9 1095,9

20F-2 59,2 118,8 280,7 0 971,1 1218,1

AF32 78,1 170,7 240,0 54,4 979,2 1361,1

PAL5 68,1 188,8 225,9 0 514,0 932,9

PRJ55 62,2 157,8 221,1 0 517,7 788,5

PAL3 48,1 116,1 258,8 0 889,2 974,4

PSP17 38,8 144,4 373,3 0 590,3 951,8

BR11329 0 152,2 368,5 0 536,2 1010,7

3R-2 0 243,3 440,7 23,3 881,4 1421,4

4R-2 0 217,0 431,4 22,5 694,4 1126,6

5R-2 26,1 148,3 321,1 0,7 296,6 604,8

PRJ50 0 15,9 32,9 0 374,8 597,0

34R-2 49,5 228,8 230,7 44,4 744,7 1120,1

CHR 23,7 146,2 438,5 0 643,7 1083,9

PRJ14 22,5 94,4 135,5 22,1 411,1 811,1

Herbaspirillum sp       

HRC54 135,9 212,9 221,4 55,5 77,0 113,3

HCC100 80,0 225,1 145,1 21,8 49,6 131,4

Z67 46,6 69,6 49,2 16,9 59,6 80,7

HRC80 39,2 182,6 131,8 21,0 49,6 1101,4

198 97,0 253,7 244,0 0 11,8 50,0

HCC101 81,1 244,0 284,4 34,5 64,0 92,2
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M4 91,4 156,2 230,7 0 42,2 79,4

M5 22,9 133,3 147,0 0 70,0 132,2

HRC53 65,9 177,0 238,9 6,2 28,5 39,6

HCC103 67,3 201,8 289,6 5,5 66,2 97,7

HRC51 39,2 157,7 169,2 0 14,0 79,2

Z94 10,0 148,5 198,5 0 51,4 79,2

HRC50 0 173,3 249,6 3,0 16,2 45,2

Burkholderia sp   

M130 8,5 10,3 20,3 79,6 446,2 629,2

BR3407 2,9 8,8 16,6 Na Na Na

PPe8 11,1 32,9 32,1 149,2 390,7 395,1

PPe6 0 21,8 30,3 25,1 272,2 375,5

Azospirillum sp  

AZ6 17,0 124,8 126,2 318,5 390,7 388,4

Cd 0 17,4 20,7 81,2 382,1 396,3

CBAmC 27,0 39,6 27,4 28,2 273,5 391,2

5SP 0 35,5 60,7 172,9 304,0 427,0

 
Na = Não analisado 

 

 
3.3 – Análise de Compostos em Meio de Cultura Bacteriano por Cromatografia 
Gasosa Acoplada à Espectrometria de Massas (CG-EM) 

 

 As análises cromatográficas e espectrométricas de substâncias secretadas 

pelas bactérias Herbaspirillum seropedicae (HRC54) e Gluconacetobacter 

diazotrophicus (PAL5) em diferentes meios líquidos de cultura demonstraram a 

produção do hormônio vegetal AIA e alguns de seus conjugados. Os espectros de 

massas para cada pico e o padrão de fragmentação destes compostos foram 

comparados com aqueles constantes da biblioteca de espectro de massas, presente 

no equipamento – NIST-Library (National Institute of Standards and Technology).  

A avaliação por CG/EM de substâncias secretadas pela bactéria 

Gluconacetobacter diazotrophicus (PAL5) em meio de cultura DYGS apresentou 

diversos sinais destacando-se: i) sinal em tempo de retenção 8,11 minutos com íon 

molécula de m/z 145, cujo espectro de massas mostra similaridade de 93% com o 
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composto ácido indol-3-carboxialdeído (Figura 27); ii) sinal em tempo de retenção 

8,64 minutos com íon molécula de m/z 175, cujo espectro de massas mostra 

similaridade de 95% com o composto ácido indol acético (Figura 28); iii) sinal em 

tempo de retenção 10,11 minutos com íon molécula de m/z 175, cujo espectro de 

massas mostra similaridade de 83% com o composto ácido indol-3-carboxílico metil 

éster (Figura 29).  

Em meio de cultura líquido LGI-P, a bactéria Gluconacetobacter 

diazotrophicus (PAL5) foi avaliada em duas extrações, diferenciando o volume de 

meio de cultura utilizado. A extração apartir de 500 mL do respectivo meio 

apresentou um composto em tempo de retenção 8,60 minutos com íon molécula de 

m/z 175 e 96% de similaridadecom com o ácido indol acético (Figura 30). Na 

avaliação da extração realizada utilizando maior volume de meio de cultura (1000 

mL), foram observados os sinais: i) sinal em tempo de retenção 7,47 minutos com 

íon molécula de m/z 189, cujo espectro de massas mostra similaridade de 93% com 

o composto ácido indol-3-acético metil éster, conforme biblioteca de dados (Figura 

31); ii) sinal em tempo de retenção 8,17 minutos com íon molécula de m/z 145, cujo 

espectro de massas mostra similaridade de 87% com o composto indol-5-aldeído, 

conforme biblioteca (Figura 32); iii) sinal em tempo de retenção 8,2 minutos com íon 

molécula de m/z 189, cujo espectro de massas mostra similaridade de 95% com o 

composto ácido indol-3-acético metil éster, conforme biblioteca de dados (Figura 33). 

As avaliações através de CG/EM de substâncias secretadas pela bactéria 

Herbaspirillum seropedicae (HRC54) em meio DYGS demonstraram a presença de 

diferentes sinais no cromatograma. Os dois principais sinais foram: i) sinal em tempo 

de retenção 10,1 minutos com íon molécula de m/z 203, cujo espectro de massas 

mostra similaridade de 87% com o composto indol-3-carboxialdeído (Figura 34); ii) 

sinal em tempo de retenção 8,08 minutos com íon molécula de m/z 145, cujo 

espectro de massas mostra similaridade de 91% com o composto indol-5-aldeído, 

conforme biblioteca (Figura 35). Entretanto, as avaliações de substâncias secretadas 

por esta mesma bactéria em meio líquido de cultura JNFB mostraram sinais nos 

tempos de retenção: 8,15 minutos com íon molécula de m/z 145, cujo espectro de 

massaa apresenta similaridade de 91% com o composto indol-3-carboxialdeído 

(Figura 36) e 10,13 minutos com íon molécula de m/z 175, cujo espectro de massaa 
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apresenta similaridade de 86% com o composto indol-3-carbixílico, conforme banco 

de dados (Figura 37). 

Há uma vasta literatura sobre a produção de hormônios da classe auxina por 

bactérias diazotróficas em condições in vitro. O principal deles é o hormônio AIA, 

que segundo WOODWARD e BARTEL (2005), 90% do total de AIA presente nas 

plantas, durante o crescimento vegetativo, encontram-se na forma de conjugados 

com açúcares, aminoácidos e pequenos peptídeos. Estes conjugados podem estar 

envolvidos no transporte e estoque do AIA, para seu subseqüente uso no controle 

homoestático do excesso de hormônio livre e primeiras etapas da via metabólica de 

biosíntese (OSTI et al., 1998; NORMANLY, 1997).  

Porém, como a maioria das análises de produção destes compostos por 

bactérias diazotróficas tem sido feita utilizando métodos indiretos, há pouco 

conhecimento sobre a natureza destes conjugados.  

CROZIER et al. (1988), analisando substâncias secretadas pela bactéria A. 

brasilense em meio de cultura, através dos métodos de cromatografia HPLC e 

GC/EM, verificaram a produção de 0.5 μg AIA.mL-1 de meio. Estes mesmos autores 

observaram ainda a presença dos conjugados de indol: indol-3-etanol, indol-3-

metanol e ácido indol lático ao analisarem os extratos obtidos desta mesma bactéria. 

O composto de ação antimicrobiana, ácido fenilacético (PAA), também foi observado 

em análises de extratos a partir de sobrenadante da bactéria Azospirillum brasilense 

(SOMERS, et al., 2005).  

BASTIÁN et al. (1998), utilizando as mesmas técnicas, observaram que a 

bactéria H. seropedica produziu 12,5 ng de giberelina GA3.mL-1 de cultura em meio 

NFb. Enquanto a bactéria Gluconacetobacter diazotrophicus produziu 1,6 ng de 

GA1.mL-1 de cultura e 11,9 ng de GA3.mL-1 de cultura em meio LGI-P,  com 10% de 

sacarose. Os mesmos autores observaram ainda que as bactérias G. diazotrophicus 

e H. seropedicae produziram o ácido indol acético nas concentrações de 7 ng de 

AIA.mL-1 e 32 ng de AIA.mL-1 de cultura, respectivamente. A presença de alguns 

conjugados do ácido indol acético secretados pelas bactérias analisadas também foi 

relatada por BASTIÁN et al. (1998), porém estes autores não descreveram estes 

compostos.  

Em estudos similares, MARTÍNEZ-MORALES et al. (2003) analisaram o 

sobrenadante da bactéria Azospirillum brasilense crescida em meio mínimo 
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acrescido de triptofano. Estes autores observaram uma produção de 59 μg de 

AIA.mL-1 enquanto as bactérias G. diazotrophicus e H. seropedicae apresentaram, 

respectivamente, uma produções de 32 e 7 ng de AIA.mL-1. 

Segundo ONA et al. (2005), a biosíntese de AIA em Azospirillum brasilense é 

ativada pela ação conjunta de fatores como condições de estresse de falta de 

carbono e oxigênio e entrada da cultura na fase estacionária de crescimento. 

Segundo estes autores, em condições aeróbicas, nem a eliminação de fonte de 

carbono, nem a redução da taxa de crescimento, podem ativar a biosíntese de AIA. 

Porém, DOBBELAERE et al. (2002) acreditam que esta incapacidade da bactéria 

Azospirillum produzir AIA quando fonte de carbono está acessível, pode ser uma 

explicação para os insucessos de promoção de crescimento de plantas inoculadas 

com esta bactéria em solos de alta fertilidade. 

 

 

 



 96

 

 

 

 

 

 

 
Tempo (minuto) 

 

 
Massa (m/z) 

 
 

 
 
 
 

Figura 27: Ampliação do cromatograma de substâncias extraídas a partir da bactéria 
Gluconacetobacter diazotrophicus (PAL5) em meio de cultura líquido DYGS, região 
de 7 a 10 minutos, e, espectro de massas para o pico de tempo de retenção 8,11 
minutos. 
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Figura 28: Ampliação do cromatograma de substâncias extraídas a partir da bactéria 
Gluconacetobacter diazotrophicus (PAL5) em meio de cultura líquido DYGS, região 
de 7 a 10 minutos, e, espectro de massas para o pico de tempo de retenção 8,64 
minutos. 
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Figura 29: Ampliação do cromatograma de substâncias extraídas a partir da bactéria 
Gluconacetobacter diazotrophicus (PAL5) em meio de cultura líquido DYGS, região 
de 9 a 13 minutos, e, espectro de massas para o pico de tempo de retenção 10,11 
minutos. 
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Figura 30: Ampliação do cromatograma de substâncias extraídas a partir da bactéria 
Gluconacetobacter diazotrophicus (PAL5) em meio de cultura líquido LGI-P (500mL), 
região de 7 a 11 minutos, e, espectro de massas para o pico de tempo de retenção 
8,60 minutos. 
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Figura 31: Ampliação do cromatograma de substâncias extraídas a partir da bactéria 
Gluconacetobacter diazotrophicus (PAL5) em meio de cultura líquido LGI-P 
(1000mL), região de 7 a 9 minutos, e, espectro de massas para o pico de tempo de 
retenção 7,47 minutos. 
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Figura 32: Ampliação do cromatograma de substâncias extraídas a partir da bactéria 
Gluconacetobacter diazotrophicus (PAL5) em meio de cultura líquido LGI-P 
(1000mL), região de 7 a 9 minutos, e, espectro de massas para o pico de tempo de 
retenção 8,17 minutos. 
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Figura 33: Ampliação do cromatograma de substâncias extraídas a partir da bactéria 
Gluconacetobacter diazotrophicus (PAL5) em meio de cultura líquido LGI-P 
(1000mL), região de 7 a 9 minutos, e, espectro de massas para o pico de tempo de 
retenção 8,20 minutos. 
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Figura 34: Ampliação do cromatograma de substâncias extraídas a partir da bactéria 
Herbaspirillum seropedicae (HRC54) em meio de cultura líquido DYGS, região 7,5 a 
12,5 minutos, e, espectro de massas para o pico de tempo de retenção 10,10 
minutos. 
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Figura 35: Ampliação do cromatograma de substâncias extraídas a partir da bactéria 
Herbaspirillum seropedicae (HRC54) em meio de cultura líquido DYGS, região 7,5 a 
12,5 minutos, e, espectro de massas para o pico de tempo de retenção 8,08 
minutos. 
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Figura 36: Ampliação do cromatograma de substâncias extraídas a partir da bactéria 
Herbaspirillum seropedicae (HRC54) em meio de cultura líquido JNFB, região de 7 a 
11 minutos, e, espectro de massas para o pico de tempo de retenção 8,15 minutos. 
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Figura 37: Ampliação do cromatograma de substâncias extraídas a partir da bactéria 
Herbaspirillum seropedicae (HRC54) em meio de cultura líquido JNFB, região de 7 a 
11 minutos, e, espectro de massas para o pico de tempo de retenção 10,14 minutos. 
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3.4 - Identificação de Proteínas Secretadas por Herbaspirillum seropedicae 
(HRC54) em Meio Líquido DYGS  
 

Com base na análise do extrato protéico verificou-se a presença de 15 a 18 

proteínas com massa molecular entre 20 e 210 kDa. Destas proteínas, 10 foram 

selecionadas para análise mais detalhada por espectrometria de massa. As 

proteínas analisadas estão marcadas na Figura 38. 

A análise por espectrometria de massa revelou a presença de várias 

proteínas (Tabela 13), dentre elas: uma proteína de massa 68 kDa que corresponde 

a DNA primase de E.coli (Figura 39); outra de massa 27 kDa que corresponde a uma 

proteína M (Figura 40) de Streptococus pyogenes. A partir destes resultados 

preliminares pode-se sugerir que estas proteínas foram secretadas pela bactéria e 

que, possivelmente, desempenham alguma função na interação bactéria/plantas de 

cana-de-açúcar. Entretanto, para uma melhor caracterização são necessários 

estudos mais detalhados destas proteínas.  
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Figura 38: Gel SDS-PAGE 12% das proteínas secretadas pela bactéria H. 
seropedicae (HRC54) crescida em meio líquido DYGS, durante 48 horas. A: Gel 
corado com azul de Comassie; B: Gel corado com Prata e PM: peso molecular. 
 
 
 

Tabela 13: Peso molecular das proteínas secretadas pela bactéria H. seropedicae 
(HRC54) crescida em meio líquido DYGS, durante 48 horas. 
 

Proteína 

Secretada 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Peso Molecular 

(kDa) 
115 95 75 45 39 31 29 27 22 21
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Voyager Spec # AdvBc (32.0, 0.5, 0.1) 
[BP=2164.0, 6445]  
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Figura 39: Espectro MALDI TOF da proteína DNA primase, DNAG [Clostridium 
acetobutylicum] secretada pela bactéria H. seropedicae (HRC54), crescida em meio 
de cultura líquido DYGS, durante 48 horas.   
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Figura 40: Espectro MALDI TOF da proteína M de Streptococus pyogenes 
secretada pela bactéria H. seropedicae (HRC54), crescida em meio de cultura 
líquido DYGS, durante 48 horas.  
 

 

3.5 – Bactérias Endofíticas na Solubilização de Fosfato 
 

 Das 30 estirpes analisados neste estudo, apenas três não apresentaram a 

habilidade de solubilização de fósforo. Estas estirpes foram BR11329 (gênero 

Gluconacetobacter), 5SP e CBAmC (gênero Azospirillum). Nesta avaliação não foi 

determinado o diâmetro dos halos formados, porém foi observado que a grande 

maioria das estirpes de Gluconacetobacter diazotrophicus apresentou maior 

diâmetro comparado às estirpes de outras espécies bacterianas analisadas.  

O fósforo é um nutriente limitante em solos tropicais, sendo os 

microrganismos solubilizadores de fósforo um grupo microbiano de grande 

relevância, pois apresentam capacidade de mineralizar fósforo orgânico e solubilizar 

formas inorgânicas de fósforo, disponibilizando-os para as plantas (SILVA FILHO, 
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1998). Entre os gêneros de bactérias com esta habilidade estão Pseudomonas, 

Bacillus, Burkholderia, Rhizobium, Agrobacterium, Microccocus, Aereobacter, 

Flavobacterium e Erwinia. Alguns inoculantes à base de bactérias e fungos com a 

capacidade de solubilização de nutrientes têm sido utilizados para aumentar a 

produção de culturas cultivadas em vários países (RODRÍGUEZ E FRAGA, 1999). 
 
3.6 – Efeito da Inoculação de Bactérias Endofíticas no Crescimento de Plantas 
de Cana-de-Açúcar Oriundas de Sementes 
 

 As avaliações realizadas no primeiro ensaio deste experimento demonstraram 

que todas as plantas inoculadas apresentaram maior crescimento, com conseqüente 

maior produção de biomassa seca total comparada às plantas não inoculadas. 

Entretanto, uma maior promoção de crescimento destas plantas foi observada 

quando inoculadas pelas estirpes dos gêneros Burkholderia (M130 e PPe6), 

Azospirillum (5SP) e Herbaspirillum (198) (Figura 41).  

No segundo ensaio, de forma semelhante ao anterior, todas as plantas 

inoculadas apresentaram um maior acúmulo de massa seca total em comparação às 

plantas não inoculadas. Maiores contribuições na promoção do crescimento destas 

plantas foram observadas na incolação com as bactérias do gêneros Herbaspirillum 

(HCC101, HRC54 e HRC50) e Gluconacetobacter (PAL3, 4R-2 e 3R-2) (Figura 42).  

Todas as estirpes das bactérias analisadas nestes dois ensaios foram 

avaliadas quanto à habilidade de síntese de hormônios vegetais, demonstrando 

respostas positivas para a produção dos mesmos. Desta forma, os resultados 

positivos, aqui apresentados para acúmulo de biomassa de plantas inoculadas e 

crescidas in vitro, podem ser resultado de efeitos sinergísticos da ação hormonal e 

fixação biológica de nitrogênio na promoção do crescimento destas plantas. 

Esta interação benéfica foi observada nas primeiras inoculações de bactérias 

endofíticas em sementes desta cultura, o que possibilitou a colonização da rizosfera 

e células do córtex de raiz, na base do colmo (SILVA et al., 1999) e promoveu 

aumento significativo no desenvolvimento radicular destas plantas (Goi et al., 1998). 

  Estas bactérias também foram avaliadas quanto ao potencial de promoção de 

crescimento de plantas micropropagadas de cana-de-açucar, onde as bactérias 

Gluconacetobacter diazotrophicus (estirpes PAL3 e PAL5), Herbaspirilum 

seropedicae (HRC54) e Azospirillum amazonense (CBAmC) foram as que 
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apresentaram maior efeito no crescimento das plantas analisadas (CANUTO et al., 

2003a). 

 Algumas considerações podem ser feitas em relação às estirpes de bactérias 

aqui analisadas quanto à promoção de crescimento destas plantas em condições in 

vitro, comparada à avaliação de síntese de substâncias hormonais por estas 

mesmas bactérias. Assim, nestas avaliações destacaram-se as estirpes 3R-2 e 4R-2 

da espécie Gluconacetobacter diazotrophicus que apresentaram maior produção de 

compostos indóis e maior promoção do crescimento das plantas inoculadas. Já em 

relação à estirpe Z94 da espécie Herbaspirilum seropedicae, foi a que apresentou a 

menor produção destes compostos e menor promoção de crescimento das plantas 

em condições in vitro. Por outro lado, as estirpes M130 da espécie Burkholderia 

brasilense, HRC50 e 198 da espécie Herbaspirilum seropedicae apresentaram as 

menores produções de compostos indóis, porém estiveram associadas à maior 

promoção do crescimento de plantas de cana-de-açúcar oriundas de sementes e 

crescidas em condições in vitro. 
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Figura 41: Efeito da inoculação de bactérias diazotróficas endofíticas no acúmulo de 
massa seca total de plantas de cana-de-açúcar oriundas de sementes, cruzamento 
Co421 x SP70-1143, aos 70 dias após a inoculação. Dados referentes a 6 
repetições. Teste LSD com nível de significância de 5%. c.v: 16,53%. 1º ENSAIO. 
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Figura 42: Efeito da inoculação de bactérias diazotróficas endofíticas no acúmulo de 
massa seca total de plantas de cana-de-açúcar oriundas de sementes, cruzamento 
Co421 x SP70-1143, aos 70 dias após a inoculação. Dados referentes a 6 
repetições. Teste LSD com nível de significância de 5%. c.v: 17,08%. 2º ENSAIO. 
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4 – CONCLUSÕES 
 

 

• A bactéria Herbaspirillum seropedicae (HRC54), quando inoculada na forma 

suspensão em solução salina ou esta bactéria adicionada do meio de 

crescimento, promoveu uma maior produção de massa seca de raiz de 

plantas micropropagadas de cana-de-açúcar. 

 

•   Todas as estirpes bacterianas analisadas produziram compostos indóis, 

numa concentração proporcional às doses de triptofano presente no meio de 

cultura. As maiores concentrações desses compostos foram obtidas em 

estirpes da bactéria Gluconacetobacter diazotrophicus, tanto em meio de 

cultura líquido quanto semi-sólido.  

 

• Em relação aos gêneros das bactérias analisadas quanto à síntese de 

compostos indóis em meio de cultura líquido DYGS, as estirpes que se 

destacaram foram: 198, HCC101 e HCC103 do gênero Herbaspirillum; CHR, 

3R-2 e 4R-2 do gênero Gluconacetobacter; AZ6 do gênero Azospirillum e 

PPe8 do gênero Burkholderia. Já em meio semi-sólido, as estirpes com 

maiores produções foram: HCC100, M5 e HRC54 do gênero Herbaspirillum; 

AF32, 3R-2 e 20F-2 do gênero Gluconacetobacter; 5SP do gênero 

Azospirillum e M130 do gênero Burkholderia. 

 

• Foram identificados os compostos: ácido indol-3-carboxialdeído, ácido indol-3-

acético e ácido indol-3-carboxílico metil éster a partir da bactéria 

Gluconacetobacter diazotrophicus (PAL5), crescida em meio líquido DYGS e 

analisada em CG/EM. Esta mesma bactéria, em meio líquido LGI-P, produziu 

os compostos: ácido indol acético, indol-3-etanamina, indol-5-aldeído e ácido 

indol acético metil éster.  

 

• Foram identificados os compostos indol-3-carboxialdeído e indol-5-aldeído a 

partir da bactéria Herbaspirillum seropedicae (HRC54) em meio líquido 

 



 115

DYGS. Esta mesma bactéria produziu o composto ácido indol-3-

carboxialdeído em meio líquido JNFB. 

 

• Foram identificadas 18 proteínas com massa molecular entre 20 e 210 kDa, a 

partir da bactéria Herbaspirillum seropedicae (HRC54) crescida em meio 

líquido DYGS.  A identidade de duas destas proteínas, revelou similaridade 

com as proteínas DNA primase de E. coli (68 kDa) e proteína M de 

Streptococus pyogenes (27 kDa). 

 

• Todas as estirpes bacterianas analisadas apresentaram a habilidade de 

solubilização de fosfato, exceto as estirpes BR11329, 5SP e CBAmC. Estirpes 

da espécie Gluconacetobacter diazotrophicus apresentaram maior halo em 

torno de suas colônias bacterianas em placa de Petri. 

 

• Todas as estirpes bacterianas inoculadas em plantas de cana-de-açúcar 

oriundas de sementes promoveram um maior crescimento das referidas 

plantas. Maior destaque foi observado nas plantas inoculadas com as estirpes 

M130, 5SP, PPe6, 198, HCC101, HRC54, PAL3 e 4R-2. 

 

• As estirpes 3R-2 e 4R-2 apresentaram maior concentração de compostos 

indóis e maior promoção no crescimento das plantas de cana-de-açúcar 

oriundas de sementes e crescidas em condições in vitro. Respostas inversas 

foram obtidas com a inoculação da estirpe Z94 nas referidas plantas.  

 

• As estirpes M130, HRC50 e 198 apresentaram as menores produções de 

compostos indóis. Porém, promoveram um maior crescimento das plantas de 

cana-de-açúcar oriundas de sementes e crescidas em condições in vitro. 
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