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RESUMO

BOA SORTE, Paulo Marcos Fernandes. Uso da Técnica de DGGE para Monitorar o
Estabelecimento de Bactérias Diazotr éficas Endofiticas | noculadas em Duas Variedades
de Cana-de-Acucar Xx f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia, Ciéncia do Solo). Instituto
de Agronomia, Departamento de Solos, Universidade Federal Rura do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2009.

A cultura da cana-de-aglcar pode obter grande parte do N via o processo da Fixacdo
Bioldgica de Nitrogénio (FBN) com valores que podem chegar a 60% de todo seu nitrogénio
acumulado nos tecidos. V&ios estudos tem mostrado efeitos benéficos da inoculagdo com

bactérias diazotréficas endofiticas na cultura da cana-de-aglicar principamente relacionados
com a reducdo de insumos quimicos e aumento de producdo. O objetivo deste trabalho foi

monitorar o efeito de um inoculante padrdo, composto de uma mistura de bactérias
diazotroficas endofiticas, em duas variedades de cana-de-aglcar cultivadas no nordeste
brasileiro. O monitoramento da populagdo das bactérias inoculadas assm como da populagdo
nativa, pela técnica de Eletroforese Em Gel com Gradiente Desnaturante (DGGE), mostrou
gue a inoculagdo influenciou diretamente a diversidade microbiana endofitica nativa desta
cultura. Foram observadas variagdes na diversidade microbiana no decorrer do ciclo da
cultura sugerindo assim um controle pela planta da comunidade bacteriana endofitica. Uma
diminuicdo de diversidade entre os experimentos foi observada provavelmente devido a stress
hidrico. As bactérias do género Herbaspirillum fora as mais identificadas. Além disso, os
resultados mostraram que a inoculagdo com a mistura de bactérias proporcionou aumento de
até 7% na producdo de colmos das variedades de cana de aclcar RB72454 e RB867515 no
experimento conduzido na cidade de Itambé — PE. Em contraste, no experimento conduzido
na cidade de Goiana, PE, ndo houve efeito algum, sugerindo que o efeito da inoculacéo sobre

a produtividade de colmos é dependente de fatores edafocliméticos.

Palavras chaves: FBN, Diversidade, |nocul ante.



ABSTRACT

BOA SORTE, Paulo Marcos Fernandes. Use Of DGGE Technique To Evaluate The
Establishment Of Endophytic Diazotrophic Bacteria Inoculated In Two Sugarcane
Varieties. Xx f. Dissertation, (Master Science in Agronomy, Soil Science). Instituto de
Agronomia, Departamento de Solos, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2009.

The sugacane crop may obtain a large part of its nitrogen through the biological nitrogen
fixation (BNF) process with rates reaching 60% of the total nitrogen present in the plant
tissues. Several studies have shown beneficial dfects of the inoculation with endophytic
diazotrofic bacteria on the sugarcane crop, which are principally related with the reduction of
chemical inputs and increased plant growth. The aim of this study was to observe the effect of
a standard inoculant containing a mixture of diazotrophic bacteria in two sugarcane varieties
cultivated in different brazilian regions. Monitoring of both the inoculated and the native
bacterial population by Denaturating Gradient Gel Eletrophoresis technique (DGGE) showed
that inoculation had adirect effect on the microbia diversity of the native endophytic
community of this crop. Variations of the endophytic microbial diversity were observed
during the cultivation cycle, suggesting that the plant controls its bacteria community. A
reduce on the diversity between the experiments was observed probably because of hidric
stress. Moreover, the results of the experiment conducted in Itambé (Pernambuco state, Bazil)
showed that the inoculation with the bacterial mixture alowed increases of stem yield of up to
7% for the sugarcane varieties RB72454 and RB867515. In contrast, in the experiment
conducted in Goiania (Pernambuco state, Brazil) there was no effect, suggesting that the
inoculation effect on the stem yield depends of edaphic and climatic factors.

K ey words: BNF; Diversity, Inoculant.
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LISTA DE ABREVIACOESE SIMBOLOS

DGGE — Denaturing Gradient Gel Eletrophoresis (Eletroforese em Gel Com Gradiente
Desnaturante)

DNA — Acido desoxirribonucléico

dNTPS — Desoxirribonucl eotideos trifosfatados

FBN — Fixacéo Biol6gica de Nitrogénio

ha— Hectares

kb — quilo base (1000 pb)

N — Nitrogénio

pb — pares de base

PCR — polymerase Chain Reaction (Reacdo em cadeia da polimerase)

PGPR — Plant Growth Promoting Rhizobactéria (rizobactérias promotoras do crescimento de

plantas)
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1 INTRODUCAO

A cana-de-agUcar € uma das principais culturas semi-perenes cultivada no Brasil, com
uma area plantada aproximada de nove (09) milhdes de ha em 2009, dos quais pouco mais de
sete (07) milhdes sdo para a producdo de dlcool e aglcar. O pais ocupa a posicdo de maior
produtor mundial, possuindo plantagfes de cana em quase todo o territorio em virtude das
condigbes edafoclimaticas brasileiras serem favoraveis ao desenvolvimento da mesma.
Basicamente, a producdo € dividida por regido: regido Norte/Nordeste, com 0s principais
estados produtores (Alagoas, Pernambuco e Paraiba) e Centro-Sul, que inclui os Estados de
Séo Paulo, Minas Gerais, Parana, Goids e Mato Grosso do Sul. A segunda regido €
responsavel por 80% da producdo nacional sendo o estado de S&o Paulo o maior produtor
nacional (CONAB 2009).

A érea plantada com esta cultura tem aumentado a cada ano, isso se deve a maior
procura pelo etanol como combustivel, a consciéncia ambiental que tem despertado
ultimamente em razao do efeito estufa e a busca por fontes renovaveis de energia. A busca por
combustivels renovaveis, tem incentivado as empresas automobilisticas na fabricacdo dos
carros Flex, que juntamente com o incremento de alcool a gasolina proporcionaram uma
maior procura pelo etanol e com isso tem incentivado os plantios de cana.

Esta € sem duvida uma das culturas que mais tem capacidade de sequestro de carbono
atrelada a sua grande capacidade de produzir sacarose (Segato et al., 2006). Porém, a mesma
também é considerada uma vila na emissdo de CO,, um dos gases responsavels pelo efeito
estufa, visto que utiliza a queima da palhada como prética de mangjo antes da colheita,
embora tem sido mostrado perdas de produtividade pelo uso desta prética aém dos grandes
impactos ambientais. Logo, ja existe uma legislacdo que visa a eliminagcdo desta prética para o
estado de S&o Paulo de forma gradativa até 2031.

Outra prética que pode causar problemas ambientais € a adubacdo nitrogenada, apesar
de ser uma das culturas que se utiliza menos adubo nitrogenado, devido ao melhoramento ter
sido para solos pobres em fertilidade e a busca por produtividades medianas. O custo com tal
operacdo € bastante oneroso porque é um adubo altamente dependente de derivados do
petroleo necessario para se alcangar atas pressdo e temperatura durante o processo de

fabricagdo. Além disso, estima se que em torno de 80% deste adubo quimico € adquirido via



importacéo SIACESP, 2008), tornado o Brasil dependente de outros paises para adquirir
estes insumos.

Por outro lado, a Fixacdo Biol6gica de Nitrogénio — FBN faz uso de bactérias
diazotréficas endofiticas e portanto pode ser uma aternativa viavel ao uso de adubos
nitrogenados aplicados nesta cultura e desta forma promover uma diminuicdo destes
problemas levantados. Dentre os principais géneros de bactérias diazotroficas associadas em
cana encontramse o Herbaspirilum spp, Azospirillum spp, Gluconacetobacter spp e
Burkholderia spp. Estas bactérias, além de serem capazes de fixar o nitrogénio do ar, so
responsaveis pela producdo de substancias promotoras de crescimento como os fitorménios,
sideréferos, etc.

Diversos experimentos de inoculagéo com estas bactérias em cana-de-aclcar ja foram
conduzidos e mostraram resultados bastante variados. Entretanto, estudos sobre o impacto da
inoculagdo destas bactérias na diversidade endofitica total presente nos tecidos ainda néo
foram realizados. Além disso, ainda é desconhecido se as bactérias diazotroficas endofiticas
inoculadas permanecem em nimeros detectaveis nos canaviais até a época da colheita, se
existe relacdo entre a presenca destas bactérias com o aumento ou decréscimo de
produtividade e se a regido de cultivo da cana influencia na populagdo bacteriana inoculada e
nativa, assim como na produtividade.

O presente trabalho teve por objetivos: @) Monitorar a comunidade de bactérias
diazotroficas endofiticas em duas variedades de cana-de-agUcar (RB867515 e RB72454)
cultivadas em Goiana e Itambé— Pernambuco pela técnica de Eletroforese em Gel com
Gradiente Desnaturante — DGGE) e b) Avaliar o efeito do produto “Inoculante microbiano
padrdo para aplicacdo na cana-de-acUcar” em condicdes de campo sobre a produtividade

agrondmicadas cultivares.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A Culturada Cana-de-Acucar

A cana-de-aglcar tem sua origem na Nova-Guiné, pertence a familia Poaceae e
apresenta cinco espécies. Saccharum officinarum, Saccharum spontaneum, Saccharum
sinensis, Saccharum barberi e Saccharum robustum. (MOZAMBANI et al., 2006).

A cana-de-acucar (Saccharum officinarum) € a espécie mais utilizada comercialmente,
pois engloba as canas nobres com alto teor de aclcar e baixa porcentagem de fibra. Sdo
consideradas canas tropicais, por apresentarem colmos grossos com pelo menos 3,5 cm de
didmetro e sistema radicular reduzido e superficial MOZAMBANI et al., 2006). Segundo
esses autores quase metade da producdo mundial é assegurada atualmente por quatro paises
das Américas: Brasil, Cuba, México e EUA. Esta cultura € de grande importancia econdmica
para 0 agronegécio brasileiro e vem sendo explorada desde a época do Brasil colénia
(MOZAMBANI et al., 2006).

Dentre os marcos histéricos desta cultura pode se citar como principal o Programa
Nacional de utilizagdo do dcool como combustivel — PROALCOOL, da década de 70. Este
programa ndo teve sucesso absoluto, ocasionou uma estagnacao na producdo e o fechamento
de vérias usinas, em virtude da estabilizacdo e queda dos pregos do petroleo.

O programa foi uma estratégia do gverno militar para diminuir a dependéncia de
combustiveis fosseis, que estavam com precos elevados na época, e assim ter uma fonte
renovavel de energia menos poluidora do ambiente pela minimizacdo da emissdo de gases
toxicos causados pela queima do combustivel nos automoveis. No inicio, o objetivo era
incrementar 22% de acool a gasolina brasileira, além de um forte incentivo as montadoras
para a fabricacdo de carros movidos a etanol. Para isso, foi necessario um grande
investimento do governo federal em inovacdo tecnolégica no setor produtivo. Por isso os
usineiros passaram a produzir apenas acool ja que era mais rentével, e o Brasil chegou até
mesmo a exportar o produto para alguns paises como Estados Unidos e Jap&o. Porém, quando
0 preco do petroleo comegou a cair, 0s investimentos governamentais passaram a ser inviavels
do ponto de vista econdmico, pois 0 governo chegou a ponto de pagar mais caro no preco do
acool na usina do gque o que era vendido na bomba de combustivel. Com isso, 0s usineiros se

endividaram onde alguns faliram enquanto outros passaram a produzir acUcar. Mas, a



indastria automobilistica continuava a fabricar carros a dcool e o Brasil foi obrigado a
importar este combustivel que outrora era abundante (LEITE E LEAL, 2007).

Nos dias atuais, a busca por combustiveis de fontes renovaveis e ndo derivados do
petréleo, fez com que o cultivo de cana-de-agUcar aumentasse de forma consideravel nos
ultimos anos. As circunstancias atuais ndo sdo as mesmas do programa da década de 70, onde
0 objetivo principa era substituir a importagdo de derivados de petroleo. O mundo estd mais
consciente em relacdo a reducdo de impactos ambientais, e entre muitas aternativas de
amenizacdo deste problema tem se a utilizagdo dos biocombustiveis e da implementacdo de
acool a gasolina que ja vem sendo adotadas por varios paises além do Brasil.

Essa preocupacdo com o0 meio ambiente € crescente no mundo inteiro e outro
programa do pais com grande relevancia é a adogdo do biodiesel, que consiste no incremento
de Aleo vegeta ao diesel comum diminuindo assim a emissao de CO, pelos carros (BODDEY
et al., 2008).

Uma avaliacéo de impactos ambientais do programa Bio-Etanol mostrou com bastante
énfase 0 balanco energético e a emissdo de gases do efeito estufa (CO,, N2O, CHy), estimando
gue o uso de etanol como combustivel na frota brasileira devido a capacidade dos carros
FLEX incorreria em uma economia de 73% na emissdo de gases do efeito estufa em
comparacdo com a gasolina brasileira (BODDEY et al., 2008). Estes autores enfatizam a
importancia do manegjo desta cultura na época da colheita ndo devendo se utilizar a queima
gue é uma das principais fontes emissoras de CO, na atmosfera.

O Brasil ocupa uma posicao privilegiada, sendo atualmente o maior produtor mundial
de cana-de-aglcar com uma érea plantada préximo a nove milhes de hectares (CONAB,
2008), e uma estimativa da producdo nacional (safra 2007/2008) destinada a industria
sucroalcooleira ce 559 milhdes de toneladas, das quais 43,1% (240.895 toneladas) para a
fabricacBo de agUcar e 56,9% (317.823 toneladas) para a producdo de dcool. Quando
comparada a safra 2006/07, verifica-se um crescimento na producdo correspondendo a 11,4%,
ou sgja, a rova colheita contribuiu com um volume adicional de cana da ordem de 57,18
milhdes de toneladas. A producdo total de aglcar esta estimada em 32,8 milhdes de toneladas
com um acréscimo de 4,81% em relacéo a safra passada, ja o dcool os nimeros indicam um
volume de producdo da ordem de 27,1 bilhdes de litros, com um expressivo aumento na
producéo naciona de 17,7%.

A produtividade tem aumentado a cada ano e ja alcancou a produtividade de 80 Mg
ha! para a safra 2008/2009 (CONAB 2008). Diante de tanto avanco ha a necessidade de se

buscar aternativas que amenizem os impactos ocasionados pelas plantacdes de cana e dentre

4



elas estdo a substitui¢céo ou diminuicéo de adubos quimicos. Estes produtos quando utilizados
de forma inadequada podem vir a contaminar 0 meio ambiente degradando recursos néo
renovaveis como o solo e aagua (MOREIRA E SIQUEIRA, 2006).

2.2  Fixacao Biologica de Nitrogénio — FBN

O nitrogénio € o elemento mais abundante no ar atmosférico e ocupa quase 80% da
amosfera. Sua importancia € indiscutivel, sendo, portanto, essencial na congtituicdo dos
&cidos nucléicos, aminoécidos, proteinas, expansdo da parte aérea e sistema radicular das
plantas e ganho de matéria seca. Na sua forma de N> que representa 99,96%, 0 mesmo €
indisponivel aos eucariontes, logo ndo pode ser aproveitado pelas plantas. Apenas 0,04%
encontra - se disponivel na forma organica ou inorganica (ROSWALL, 1979).

Existem trés formas para tornar este elemento disponivel para as plartas: descargas
elétricas, fabricacdo de fertilizante mineral e fixagcéo bioldgica de nitrogénio atmosferico. As
descargas elétricas apresentam baixa eficiéncia. A fabricacdo industrial € um processo
dependente de derivados do petréleo e demanda altas temperaturas em conjunto com altas
pressdes (MOREIRA E SIQUEIRA, 2006), aém de apresentar baixa eficiéncia no processo
de aplicacdo do fertilizante, pois é muito mével no solo na forma de nitrato podendo
ocasionar contaminacdo do lencol fredtico. A fixacdo bioldgica de nitrogénio atmosférico € o

processo mais eficiente do ponto de vista econdémico e ecol égico.

2.2.1 FBN em plantas da familia L eguminosae

Vérias bactérias do género Rhizobium e Bradyrhizobium possuem a capacidade de
realizar o processo de fixacdo bioldgica de N, e assim tornar o nitrogénio disponivel para as
plantas da familia Leguminosae (MOREIRA E SIQUEIRA, 2008). Essa interagdo planta —
microrganismo € benéfica para ambos: a bactéria utiliza os esquel etos de carbono da planta e
em troca disponibilizao N paraamesma. A bactéria utiliza a enzima nitrogenase para quebrar
atriplaligacdo do N, de modo atorna- o disponivel paraas plantas.

As leguminosas apresentam uma eficiéncia no processo da FBN superior as demais
familias vegetais, pois formam estruturas especializadas denominadas nodulos. Estas
estruturas abrigam as bactérias de forma que protege a enzima nitrogenase das dtas
concentragdes de O,. I1sto se da pela presenca de uma proteina denominada leghemoglobina

gue se liga a moléculas de O, promovendo a sua liberacdo em pequenas concentracdes para as
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bactérias, com o propdsito de evitar a inativacdo da nitrogenase uma vez que esta enzima
apresenta alta sensibilidade a atas concentracdes deste elemento.

No Brasil, culturas como a soja ndo precisam ser adubadas com fertilizantes
nitrogenados em virtude desta interacdo planta-bactéria ser altamente eficiente (EMBRAPA,
2007). Para esta cultura, as bactérias do género Bradyr hizobium conseguem fixar quase todo o
N que a planta necessita, e em alguns casos até todo o N necessé&rio para esta cultura. Mesmo
nos casos em que a bactéria ndo consegue fixar todo o N necess&rio, ndo se recomenda
adubacdo nitrogenada para esta cultura no Brasil, pois 0 custo para se redlizar a adubacéo
complementar ndo justifica o ganho com tal prética de mangjo, além de correr o risco de inibir
0 processo de Fixagcdo (EMBRAPA, 2007).

2.2.2 Fixacao Biologica de Nitrogénio em plantas ndo leguminosas

Ha muito tempo estudadas, as rizobactérias, bactérias que habitam a superficie das
raizes dos vegetais (rizosfera) tem a capacidade de realizar a FBN. A rizosfera € uma regiéo
rica em compostos de carbono, devido ao exudato radicular, e por isso € rica em bactérias.
Algumas destas bactérias, tem a capacidade de fixar nitrogénio e de produzir substéncias que
estimulem o crescimento das plantas, e por isso sdo denominadas rizobactérias promotoras do
crescimento em plantas — PGPR (KLOEPER & SCHOLTH, 1978, citados por FREITAS,
2007).

Estas bactérias foram estudadas desde os meados do século XX pela antiga Unido
Soviética, mas apesar disso ndo se tem um inoculante destas bactérias no Brasil, devido a
grande variacao dos experimentos para as diferentes culturas e alegislagdo ser muito rigorosa
(FREITAS, 2007).

A grande diversidade de bactérias presentes no ambiente rizosférico proporciona uma
maior competicdo com as bactérias do inoculante. Logo, alguns autores aventam que um
inoculante de bactérias que habitem o interior das plantas sgja mais eficiente porque o
ambiente endofitico € mais protegido que o da rizosfera GYANESHWAR et al., 2001,
BALDANI e BALDANI, 2005). O habitat endofitico possui caracteristicas mais favoraveis ao
processo de fixacdo bioldgica de nitrogénio que a rizosfera, como baixas pressdes de O,, ata
disponibilidade energética e baixa competitividade por nutrientes (BALDANI et al., 1997).
Estes aspectos sugerem que a expressdo da enzima nitrogenase sofre menor influéncia de

fatores ambientais ao longo do ciclo da cultura da planta hospedeira.



As bactérias diazotréficas endofiticas habitam o interior das plantas vivendo uma
relacdo ndo patogénica e assim, como as do género Rhizobium, sdo capazes de fixar o
nitrogénio do ar e disponibiliza-lo para a planta. Essa interacdo possui uma eficiéncia muito
menor quando comparada com as do género Rhizobium (MOREIRA E SIQUEIRA, 2006).
Esta diferenca se da porque ndo ocorre a formacdo dos nédulos como habitat natural das
bactérias, além da inexisténcia da leghemoglobina no controle das concentragdes de O, no
interior dos tecidos. Deste modo, para que ndo ocorra a inativacdo da nitrogenase estas
bactérias buscam formas de diminuir as pressdes de O, com alta taxa respiratoria ou habitam
regides com baixas pressdes de O, como os vasos do xilema (JAMES et al., 1997).

Quando comparadas com as rizobactérias promotoras do crescimento vegetal, as
bactéria endofiticas possuem ambiente mais favoravel, devido as menores pressdes de O, que
0 ambiente rizosférico, a maior disponibilidade energética e a menor diversidade nativa,
resultando em menor competicdo para os endofiticos BALDANI et al., 1997). Apesar de
fixar menos nitrogénio do ar que as do género Rhizobium, as bactérias endofiticas também
podem trazer grande economia para 0 pais considerando a reducdo no uso de adubos
nitrogenados em culturas como a cana-de-acucar, arroz, milho e trigo.

Embora a cana-de-agUcar demande grande quantidade de nitrogénio, no Brasil esta
cultura nunca recebeu grandes quantidades de fertilizantes nitrogenado (60 kg N ha* ano™),
devido a0 seu custo elevado e a baixa resposta da planta a sua aplicagdo em nossos solos
(AZEREDO et al., 1986). Estes aspectos sugerem a existéncia da interacdo de alguns
microrganismos diazotréficos endofiticos com as plantas como um sistema natural de
reposicéo de N, exportado anualmente dos solos pela colheita (CANUTO et al., 2003). Isto
ocorre, em parte, devido ao melhoramento das variedades brasileiras ter sido direcionado para
a obtencdo de produtividades medianas em solos de baixa fertilidade selecionando de forma
indireta variedades mais responsivas a FBN BALDANI et al., 2002). Este direcionamento
pode ter levado indiretamente & seleco de clones mais adaptados a obtencdo dos beneficios
oriundos da associagdo com microrgani Smos.

As bactérias de vida livre associadas a rizosfera, bem como bactérias endofiticas sdo
também denominadas como bactérias promotoras do crescimento vegetal e desta forma
modificar o crescimento das plantas através de mecanismos diretos e indiretos de promogao
do crescimento vegetal que ocorrerem nos sistemas naturais. Os mecanismos de acdo direta
incluem, por exemplo, a fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN), sintese de siderdforos,
producdo de fitormbnios, solubilizacdo de fésforo e aceleracdo dos processos de

mineralizacd. Como mecanismos indiretos incluem uma série de modificacGes na morfologia
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das raizes. aumento em numero, comprimento, area e aumento na absorcdo minera
(ROESCH et al., 2005). Dentre todos estes mecanismos, a FBN visa propiciar uma reducéo
no uso de adubos nitrogenados e com isso obter beneficios econbmicos e ambientais.

Pesguisas redlizadas na Embrapa Agrobiologia, utilizando a técnica de diluicdo
isotopica de '°N, estimaram que mais de 60% do nitrogénio acumulado em agumas
variedades brasileiras de cana-de-agUcar (NA5679 e SP701143) foram provenientes da FBN
(URQUIAGA et a., 1992). Isto pode ser explicado devido a presenca de espécies
diazotroficas endofiticas presentes em pulacbes elevadas nos tecidos de cana-de-agUcar,
influenciando os altos niveis de contribuicdo da FBN observados pel os autores.

O desenvolvimento do meio de cultivo semi-solido por DOBEREINER et al., (1995)
possibilitou a descoberta de uma grande e nova diversidade de bactérias diazotréficas
endofiticas colonizando plantas de cana-de-acUcar em populacbes elevadas. Espécies ndo
patogénicas como Gluconacetobacter diazotrophicus, Herbaspirillum seropedicae e H.
rubrisubalbicans, algumas espécies de Azospirillum e Burkholderia colonizam tecidos
internos de plantas de cana-de-acUcar em populacfes elevadas BALDANI e BALDANI,
2005). E bem difundido que bactérias fixadoras de nitrogénio colonizam diversas familias
vegetais, em diferentes graus de associagdo (DOBEREINER, 1992).

Bactérias fixadoras de nitrogénio tem grande potencial como biofertilizante
nitrogenado, principamente as encontradas em associacdo com gramineas, como as
endofiticas, dos géneros Azospirillum, Burkholderia, Gluconacetobacter e Herbaspirillum.
Recentemente, em experimentos de vasos com solo, foram inoculadas as estirpes BR 11335 —
Herbaspirillum seropedicae, BR 11504- Herbaspirillum rubrisubalbicans, BR 11115 -
Azospirillum amazonense, BR11281 — Gluconacetobacter diazotrophicus e BR 11366 —
Burkholderia tropica, individuaizadas e em diferentes combinagbes na variedade
micropropagada de cana-de-acUcar SP701143. Apods 400 dias, foi observado um melhor
desenvolvimento das plantas com a inoculagdo conjunta de todas as espécies, e a FBN neste
caso, contribuiu com 30% do nitrogénio da planta OLIVEIRA et al., 2002). Esta mesma
mistura de bactérias foi inoculada nas variedades SP70-1143 e SP81-3250 crescidas em
condi¢cbes de campo e avaliadas 16 meses apos a inoculacdo,.sendo observado que a FBN
variou de-4,5 a 31,4%, e foi maior em solo de baixa fertilidade (OLIVEIRA et al., 2006). Os
autores observaram peguenos aumentos no peso dos colmos na variedade SP70-1143 nos
solos com baixa e média fertilidade enquanto que na variedade SP81-3250 houve um
decréscimo de produtividade nos 3 tipos de solos testados Os autores concluiram que a

contribuicdo da FBN em cana-de-acUcar variou com o tipo de solo, variedade plantada e
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mistura de bactérias aplicada e mostrou que a contribuicdo da FBN foi maior no solo de baixa
fertilidade (Planossol0).

Diversos estudos tem mostrado que estas bactérias apresentam um comportamento
dindmico e que pode ocorrer a dispersdéo de algumas delas como Gluconacetobacter
diazotrophicus através de toletes, palhico da cultura como demonstrado por Reis, (1991) e
através de fungos micorrizicos arbusculares (PAULA et al.,1993). As cochonilhas também
podem ser transmissores da bactéria ja que foram detectadas na bainha foliar de plantas de
cana-de-acUcar e possuem esta bactéria dentro da linfa, podendo provocar contaminagdo no
momento da succdo da seiva do floema (ASBOLT & INKERMANN, 1990). Outros
microrganismos como Herbaspirillum seropedicae sdo considerados endofiticos obrigatério,
ndo sobrevivendo no solo OLIVARES et al., 1996), mas também apresentam dispersdo no
ambiente (REIS JR, 2002).

Recentemente foi realizado um trabalho com proposito de estudar a colonizacéo de
bactérias dizotréficas endofiticas individualizadas e em diferentes nivels de mistura
(OLIVEIRA et al., 2008). Estes autores observaram Um alto nimero de células por grama de
raiz fresca da estirpe PAL5 de G. dizotrophicus, (1,4 x107) quando inoculada individualizada
5 dias apds a inoculagdo, porém quando inoculada em mistura com Herabaspirillum sp, A.
amazonense e B.tropica nas diversas combinagfes a sua populacdo foi diminuida em 10
vezes. Enquanto as bactérias do género Herbaspirillum mantiveram suas atas populagdes o
gue indicia uma competicdo. Fazendo uso de sondas para Fluorescent In Situ Hybridization
(FISH) estes autores observaram ainda uma maior agressividade de colonizacdo das espécies
de Herbaspirillum em virtude de uma maior intensidade de sinal, sendo que os dois ocupavam
sitios diferentes parecendo haver um efeito antagbnico entre as espécies. Desta forma H.
seropedicae mostrou se mais expressivo que H. rubrisubalbicans. Sendo assim deve ocorrer
uma competicdo na colonizacdo também entre a diversidade nativa das plantas de cana-de-
acUcar em experimentos de inoculagdo de campo que ndo necessariamente pode resultar em
efeito negativo na producéo.

A estimativa de economia pelo uso destes organismos como biofertilizantes na cana-
de-acUcar cultiva no Brasil, com a substitui¢éo de 50% da dose recomendada de N-fertilizante
(60 kg N ha'), representaria uma economia de 150.000 toneladas de N por ano (REIS et al.,
2008), que corresponderia a 735 milhdes de reais.



2.3 Diversidade Microbiana

A diversidade biolégica é definida como a variabilidade entre organismos Vvivos,
geramente é atribuida a diversidade de espécies. No entanto, ela pode ser medida em varios
niveis taxondmicos (Familia, género, intra espécie etc.), ou ainda, em termos de determinadas
caracteristicas genéticas ou fenotipicas (morfoldgicas, bioguimicas, fisiologicas, simbidticas)
(MOREIRA e SIQUEIRA 2006).

Ha muitos anos a diversidade genética e metabdlica dos microrganismos tem sido
explorada para utilizacdo nos diversos segmentos da industria (MELO, 2002). Na
agroindustria, microrganismos sdo utilizados para diversos fins: aumento de fertilidade do
solo (mineralizacéo e solubilizaco de nutrientes); controle biologico de insetos e patdgenos
(Bacilus thuringiensis); promocéo de crescimento em plantas; producdo de antiparasiticidas,
antibioticos, antimicrobianos, antivirais, vitaminas e hormoénios, vacinas e probiéticos,
compostagem e tratamento biol6gico de residuos; aumento da disponibilidade dos nutrientes
(fungos micorrizicos); fixagdo bioldgica de nitrogénio (bactérias diazotroficas endofiticas ou
associativas) (COLWELL, 1997, HUNTER-CEVERA, 1998). Porém é necessario conhecer o
comportamento destes microrganismos e em aguns casos entender como funciona a
diversidade microbiana.

O estudo da diversidade microbiana é de grande importancia, pois pode indicar
perturbacdes no ambiente, podendo inclusive ser utilizado como indicador de qualidade do
solo (SMIT et al., 2001; JOHNSON et al., 2003).

Os estudos sobre diversidade e populacéo de bactérias diazotréficas endofiticas em
plantas da familia Poaceae tem se expandido nos Ultimos anos com varios trabalhos
publicados, como por exemplo: os trabahos com diferentes variedades de arroz,
RODRIGUES et al.(2006); (BRASIL (2005); FERREIRA, (2008). Na cultura da cana-de-
acUcar isto tem ocorrido com maior intensidade pois esta cultura tem adquirido altas
contribui¢des via FBN (URQUIAGA et al.,1992). Trabalhos como o de REIS, (1991); REIS
Jr., (1998); SILVA, (1999); PERIN et al.,2004 e PERIN et a.,2006 tem contribuido para
entender desde aspectos ecol 6gicos, estudo populacional, até a diversidade destas bactérias
em plantas de cana-de-agUcar.

Atualmente as ferramentas de biologia molecular tem sido utilizadas para dar suporte
as técnicas bésicas de microbiologia, visando aprofundar o conhecimento taxonémico sobre

os microrganismos. A diversidade microbiana estrutural atualmente € estudada com base na
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sequéncia de DNA do gene 16S ribossomal para o estudo bacteriano e do 18S ribossomal

para o fungico, podendo ser amplificados por reacbes em @deia da polimerase, do inglés
“Polimerase Chain Reaction”’- PCR. Estes produtos de amplificacdo podem ser caracterizados
por clonagem e seqlienciamento ou analisados por técnicas moleculares tais como: ARDRA,
T-RFLP, RAPD, RISA, DGGE/TGGE e SSCP para obtencdo de um perfil da comunidade
microbiana (RANJARD et al., 2000; KOZDROJ e VAN ELZAS, 2001) citados por ZILLI,
(2004).

2.3.1 Eletroforese em Gda com Gradiente Desnatur ante— DGGE

No campo da biotecnologia, vérias sdo as ferramentas para estudo de diversidade
microbiana. Uma das mais utilizadas séo 0s géis desnaturantes, que sdo de dois tipos: TGGE —
Eletroforese em Gel com Gradiente Térmico onde um gel de poliacrilamida é submetido a um
gradiente de temperatura para promover a desnaturacdo da molécula de DNA e gresenta
concentragdes constantes de uréia e formamida; o gradiente também pode ser quimico, e neste
caso a técnica é denominada Eletroforese em Gel com Gradiente Desnaturante — DGGE
(LESSA E APPLEBAUM, 1993).

Nesta técnica, diferente dos géis de agarose comumente utilizados nos laboratérios de
Biologia Molecular para separar fragmentos por tamanho, os géis desnaturantes separam pelo
contelido das bases nitrogenadas GC na amostra de DNA. Assim, a técnica permite separar
organismos de espécies diferentes, mas de mesmo género, de acordo com a migracdo
diferenciada e posterior separacdo das bandas no gel de poliacrilamida (MUY ZER et
al.,1993).

Os géis de DGGE apresentam um gradiente quimico de uréia e formamida que permite
esta separagdo, na qual amostras com maior contelido de GC tendem a permanecerem na
regido superior do gel pois sdo mais dificeis de serem desnaturadas NAKATSU, 2007).
Inicialmente esta técnica foi desenvolvida para ser usada na &ea da medicina para
identificacéo de mutagdes, logo € uma técnica bastante refinada, pois trabalha de acordo com
a sequiéncia de bases nitrogenadas da amostra de DNA a ser utilizada (MUY ZER et al., 1993).

Desde a sua aplicacdo inicial por MUY ZER et al., (1993), o DGGE tem sido utilizado
extensivamente para estudar a estrutura de comunidades microbianas (bactéria e Archaea) em
diversos tipos ambientais, como por exemplo: aguas costeiras proximas a Antértida
(MURRAY et al., 1998), fontes hidrotermais SIEVERT et al., 1999), biofilme revestindo
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moluscos bivalves (GILLAN et al., 1998) e comunidade bacteriana em diferentes tipos de
solos (GELSOMINO et al.,1999). Estes ultimos autores utilizaram a combinacdo de
PCR_DGGE para estudar a estrutura da comunidade bacteriana de 16 tipos de solos e
localidades diferentes. Os perfis obtidos apresentaram algumas diferencas, mas os autores
encontraram evidencias para a hipotese de que tipos de solos similares possuem a tendéncia
de conter comunidades similares de tipos bacterianos dominantes, como revelado pelos
padrdes originados por DGGE.

KUKLINSKY-SOBRAL et al. (2005) utilizou a técnica e cultivo em meio de cultura
para estudar a variacdo na diversidade de bactérias endofiticas em plantas de soja cultivadas
com e sem a aplicacdo de glifosato. Os autores verificaram diferencas nos géneros isolados
pelas duas técnicas e sugeriram que isto pode ter ocorrido em funcéo das fontes de nutrientes
utilizados no meio de cultura terem favorecidos grupos especificos enquanto que a técnica de
DGGE utilizao DNA bacteriano total extraido diretamente das plantas.

A técnica de DGGE também permite analisar a diversidade de grupos funcionais, ou
Sgja, organismos que estdo envolvidos em determinados processos, como a fixagdo bioldgica
de nitrogénio. Para tanto € necessario 0 uso de iniciadores baseados em genes responsaveis
pelo processo de FBN. Por exemplo, o trabalho de COELHO et al., (2007) utilizou esta
técnica para estudar a diversidade do gene nifH na rizosfera de plantas de sorgo crescidas sob
diferentes doses de adubagéo nitrogenada. Os resultados mostraram que os niveis de adubacéo
nitrogenada utilizados influenciaram a comunidade de bactérias fixadoras de nitrogénio na
rizosfera desta cultura quando cultivada em um solo de cerrado.

Os organismos numericamente importantes sdo representados pel os clones dominantes
nas bibliotecas ou pelas bandas fortes como nos Géis com Gradiente Desnaturante — DGGE
(POLZ ECAVANAUGH, 1998). Logo, a técnica de DGGE é uma ferramenta amplamente
utilizada para estudo de diversidade microbiana. Via de regra, assume se que 0 nimero de
bandas existentes em um gel de DGGE representa a riqueza de espécies da amostra analisada
e a intensidade da banda representa grosseiramente a abundancia daquel a espécie.

Recentemente NAKATSU, (2007) descreve a técnica de DGGE como uma ferramenta
potencial para o estudo de comunidade microbiana em solos, e ao fazer comparagbes com
outra técnicas de biologia molecular, referiramse a esta como sendo muito utilizada pela
rapidez no processamento de um grande nimero de amostras. Porém, como toda técnica tem
suas limitacBes, 0 DGGE também as apresenta, como por exemplo a co-migracdo de bandas, a
amplificacdo preferencia de genes e vérias cOpias do operon 16S em algumas bactérias
(NAKATSU, 2007). Além de limitagdes referentes ao proprio processo de amostragem, que
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deve ser 0 mais representativa possivel, 0 método de extracdo de DNA também pode vir a ser
limitante, hgja visto que pode ser mais eficiente na lise de um grupo microbiano especifico
(NAKATSU, 2007). Além disso, a propria especificidade dos iniciadores na reacéo de PCR
atrelada a formagéo de artefatos podem contribuir para a representacdo de forma errénea da
diversidade microbiana (NAKATSU, 2007).

Segundo EDENBORN et al., (2007), o uso de DGGE de amostras de DNA de
microrganismos previamente crescidos em meio de cultura (dependente de cultura),
complementa os resultados da andlise de DGGE diretamente de amostra ambientais, ou sgja,
sem utilizagdo de meios de cultura (independente de cultura), com a extracdo do DNA
diretamente das amostras ambientais. 1sso porque existem alguns microrganismos gque podem
estar em uma populacdo muito baixa e necessitam de um ambiente favoravel para serem
identificados. Por outro lado, alguns microrganismos ndo sdo culturaveis, na qual

obrigatoriamente 0 DNA precisa ser extraido diretamente da amostra ambiental.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Localizagdo da Area, Tratamentos e Delineamento Experimental

Os experimentos foram conduzidos na Usina Maravilha — Experimento 1, localizada
na cidade de Goiana - PE, usina Olho D’ &gua— Experimento Il, localizado na cidade Itambé —
PE. Os experimentos foram conduzidos em um solo tipo Argissolo, em delineamento
experimental em blocos ao acaso e com quatro repetigcoes.

As parcelas apresentavam 07 linhas de plantio, espacadas 1,1 m e com 10 m de
comprimento. Foi realizado a corre¢do do solo segundo ainterpretacéo de ardlise de solo para
todos 0s experimentos na qual se utilizou 160 kg ha™* de K,O e 100 kg ROs ha' parao
experimento | e 160 kg de K,0 e 180 kg de P,Os por ha para o experimento |11. Como fonte de
micronutriente se utilizou 30 kg de FTE BR12 com 0,4 kg de molibidato de sddio por ha.
Foram utilizadas duas variedades de cana, RB867515 e RB72454 inoculadas com o
inoculante turfoso padréo para cana-de-aclicar ou adubadas com 120 kg de N ha't, dém de um
tratamento controle absoluto para cada variedade. A excegdo foi o experimento |1 (Usina Olho
D’Agua), que ndo apresentou o tratamento correspondente & variedade RB867515 adubado
com nitrogénio. Nas parcelas nitrogenadas foram aplicados 60 kg de N ha' na forma de uréia

no plantio e 60 kg de N ha'* ao0s 60 dias apds o plantio.
3.2 Inoculacéo

A inoculagdo foi realizada com um inoculante denominado padréo, constituido da
mistura de cinco estirpes de bactérias diazotroficas endofiticas (Tabela 1), apos a realizacdo
do tratamento térmico (52°C por 30 minutos). A inoculagdo foi realizada no tolete de plantio
(trés gemas) através da imersdo dos mesmos em um reservatério contendo o inoculante
diluido (Olenvelope do inoculante com 250 g de cada bactéria para 100 L de agua) pelo
periodo de 1/2 hora.
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Tabela 1. Estirpes bacterianas utilizadas como inoculante e suas respectivas origens de
isolamento. Colecdo de cultura da Embrapa Agrobiologia

Especie bacteriana Estirpe Origem de isolamento
Herbaspirillum rubrisubalbicans BR 11504 Col m‘(’gp 8?8(1:222 ‘)Jm .
Herbaspirillum seropedicae BR 11335 Raize(s Sﬁ%clr]l%u)m sp.
Azospirillum amazonense BR 11115 Raize(5 SI%;%%hlasr f)m sp.
Gluconacetobacter diazotrophicus BR11281 Raiz&e(ﬁ:}g(;iré%r)um .

Burkholderia tropica BR 11366 Perfilhos Saccharum sp.

(SP 711406)

OLIVEIRA et al., 2006.

3.3 Estudo da Comunidade de Bactérias Diazotroficas em Cana-de-Acucar

Analisado Através da Técnica de Eletroforese em Ge com Gradiente

Desnaturante (DGGE).

3.3.1 Definicéo dos padrdes para os Géisde DGGE

Afim de obter um perfil de bandeamento como referéncia as bactérias contidas no
inoculante foi definido uma amostra padréo a ser aplicada em todos os géis de DGGE.

Sendo assim, cada uma das bactérias listadas na Tabela 1 foram crescidosem 5 mL de
meio DYG'S por 16 horas a 30°C. Em seguida foi realizado centrifugacdo (5000 rpm por 5
minutos) de 2 mL da cultura. Descartouse 0 sobrenadante e o precipitado formado foi
submetido aextragdo de DNA com o reagente PlantDNAzol® (Invitrogen), conforme a
recomendacdo do fabricante. O DNA obtido foi amplificado utilizando os primers daTabela3
conforme descrito por BOA SORTE et al.,(2006).

3.3.2 Amostragem de tecidos vegetais

As andlises moleculares foram redlizadas aos seis, nove e doze meses apds a
implantacdo dos canaviais, exceto para 0 experimento do estado do Rio de Janeiro onde foi
realizado somente uma coleta aos 6 meses. Foram coletados o n6 da base dos colmos das
plantas e realizado uma desinfestacdo superficial com acool 70% para eliminacdo da

comunidade epifita possivelmente presente.
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3.3.3 Extracdo de DNA bacteriano

A extragdo de DNA total bacteriano das amostras foi feita utilizando-se o reagente
PlantDNAzol® (Invitrogen), conforme a recomendacdo do fabricante. As amostras de tecido
vegetal foram maceradas em Np-liquido e em 0,1 g do pé fino resultante da maceracdo foi
adicionado 0,15 ml do reagente PlantDNAzol®. O materia foi incubado por 5 minutos a
25°C, adicionado 0,15 ml de cloroférmio e agitado em vortex por 15 segundos, seguido de
incubacdo a 25°C por 5 minutos. O material foi centrifugado a 12.000 RPM por 10 minutos e
0 sobrenadante transferido para novo microtubo.

O DNA extraido foi precipitado pela mistura da fase aguosa com 0,125 mL de etanol
absoluto, e incubagdo a 25°C por 5 minutos. A etapa seguinte consistiu de nova centrifugacdo
a5.000 RPM por 4 minutos visando a sedimentagdo do DNA. O sobrenadante foi descartado
e 0 DNA precipitado foi lavado duas vezes com 0,15 ml de solugdo de etanol 70% com
auxilio de agitacdo em vortex por 15 segundos e nova centrifugacdo a 5.000 RPM por 4
minutos. Em seguida o etanol foi retirado do DNA total extraido e os tudos contendo 0 DNA
foram colocados para secar na bancada a temperatura ambiente.

Posteriormente o DNA foi resuspendido em 35 pl de tampéo TE ( Tris HCl 10 mM —
EDTA 1 mM) pH 8,0. Os extratos foram quantificados e a qualidade da extracdo (pureza) das
amostras foi verificada através da leitura da densidade ¢tica (DO) a 260nm e 280 nm
utilizando o aparelho Nanodropa Spectrophotometer ND 1000. Os extratos foram corrigidos
para uma concentracdo de 20 ng de DNA por pl para as aiquotas de trabaho, realizada
através de uma diluicdo com &gua milli-Q estéril. As aliquotas de trabalho foram utilizadas

nas reacoes de amplificacéo pela técnica de PCR.

3.34 Amplificacdo da regido 16S rDNA do DNA total extraido das plantas de
cana pela reacdo em cadeia da Polimerase (PCR)

O DNA extraido foi submetido a uma reacdo de “nested — PCR” com o objetivo de se
evitar a amplificacdo de plastideos conforme ja observado por CHELIUS E TRIPLETT
(2001). Na primeira reacao de amplificagéo foram utilizados os iniciadores 799F e 1492R que
produziram um fragmento de aproximadamente 700 pb. Ja na segunda reacdo (utilizando
produtos de PCR da primeira reacdo) foram utilizados os iniciadores 968GCF (contém o

grampo de GC) e 1401R que produziram um fragmento de aproximadamente 430pb.
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A) 1° Reacao de amplificacdo (PCR) utilizando os iniciadores 799F e 1492R

Inicidmente foi realizada uma amplificacdo com os iniciadores utilizados por
CHELIUS e TRIPLETT (2001) visando eliminar a amplificaggdo de sequéncias derivadas de
cloroplastos (Tabela 2). Esta decisdo foi tomada apds analisar as sequéncias dos iniciadores
utilizados para PCR-DGGE para a regido 16S rDNA e verificar a ocorréncia de similaridade
com sequéncias de algumas plantas como por exemplo, tomate e cana-de-agucar. A reacéo de
PCR foi constituida de iniciadores F799 e R1492 na concentracdo de 0,12 uM cada, tampéo
de reacdo (10 mM), MgCh (3,0 mM), dNTPs (0,2 mM cada), albumina bovina (0,5 pg pL™),
Tag DNA polimerase (2 U) e aproximadamente 80 ng de DNA para um volume final de 50 pl
por reacdo. As condigdes de reagdo foram as mesmas descritas pelos autores acima
desnaturacdo inicial de 95°C por 3 min, seguida de 30 ciclos com 20 seg. a 94°C, 40 seg. a
53°C e 40 seg. a 72°C, seguidos de uma extensdo final de 72°C por 7 min.

Tabela 2: Iniciadores utilizados nas reagoes de amplificagdo para “nested” - PCR e

respectivas sequiéncias de nucleotideos

Iniciador Sequéncia (b’ - 3)
1492R GGT TACCTTGTTACGACTT
799F AACMGGATT AGA TACCCK G

*M:AouC. K:GouT

B) 2° Reacéo de Amplificacdo (PCR-DGGE) utilizando os iniciador es 968FGC e
1401R

Foi realizado a otimizac&o da reacdo de PCR da regido 16S para as espécies alvo com
0 objetivo de se obter uma melhor resolucdo de bandas no gel de DGGE (Boa Sorte, dados
ndo publicados). Os extratos de DNA das amostras das bactérias foram submetidos a
amplificagdo pela técnica de PCR utilizando os iniciadores para PCR-DGGE para andlise de
comunidade microbiana segundo GELSOMINO et al., (1999). A reacdo de PCR foi
constituida dos iniciadores F968-GC e R1401na concentracéo de 0,17 uM cada, tamp&o de
reacéo (10 mM), MgCh (1,5 mM), dNTPs (0,2 mM cada), Tag DNA polimerase (2 U) e 1uL
do produto da reacéo anterior para um volume final de 50 ul por reacdo. As sequiéncias dos
iniciadores estdo listadas na Tabela 3. As condi¢bes da reagdo foram as mesmas descritas

pelos autores acima exceto pela temperatura de anelamento que foi aumentada de 55°C para
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61°C, desnaturacao inicial de 93°C por 5 min, seguidade 35 cicloscom 1 min a94°C, 1 min a
61°C e 2 min a 72°C, seguidos de uma extensdo final de 72°C por 5 min.

Tabela 3: Iniciadores utilizados nas reacBes de amplificacdo para andlise por DGGE e
respectivas sequiéncias de nucleotideos.

I niciador Sequéncia (5 - 3')

R 1401 CGG TGT GTA CAA GGC CCG GGA ACG

F 968GC CGC CCG GGG CGC GCC CCG GGC GGG GCG GGG GCA CGG GGG
GAA CGC GAA GAA CCT TAC

3.3.5 Eletroforeseem Gel Com Gradiente de Desnaturacdo — DGGE

O produto de amplificacdo da reacdo de PCR foi aplicado em Gel com Gradiente de
Desnaturagdo (DGGE) e submetido a uma eletroforese de 100 volts por 16 horas em uma
cuba vertical contendo tamp&o TAE 0,5X conforme a metodologia descrita por MUY ZER et

al. (1996).
A) Montagem do Gel

Foi utilizado o sistema de eletroforese vertical (INGENY phorU — 2) com espacador de
1,0 mm para 32 amostras. Os espacadores e o pente foram limpos com &cool. As placas de
vidro foram limpas nos 2 lados com uma solucéo de KOH/metanol e apds serem lavados com
agua corrente, foram rinsados com agua destilada e secas com papel absorvente para retirar
restos de poliacrilamida. Depois de serem lavadas (detergente e esponja macia) e passadas em
agua deionizada, as placas foram limpas com etanol em abundancia, secas com papel
absorvente e montadas no sistema.

O gradiente quimico de desnaturacdo de uréa-formamida utilizado para as analises em
DGGE foi de 55% a 65%. Foram preparadas duas solugfes com menor e maior concentracao
de uréia-formamida com 6% de poliacrilamida para volume final de 32ml para o gel de
corrida, sendo que o gel concentrador utilizado foi com 8% de acrilamida (5mL) sem o
desnaturante. O gel concentrador fica localizado na parte superior do gel acima do gradiente
para receber as amostras. Para formar o gradiente do gel desnaturante foi utilizando uma
bomba peristéltica com fluxo aproximado de 2,2mL/min.

Este sistema utiliza uma coluna de acrilico para misturar as solugdes de uréia
formamida em gradiente da maior (65%) para a menor concentracdo (55%). Depois da
polimerizagdo do gel de corrida (meia hora) retirouse toda a agua depositada sobre o gel

(com papel absorvente), e se adicionou a solucéo de poliacrilamida sem agente desnaturante
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para a formacdo do gel concentrador com o auxilio de uma pipeta automatica de 1 mL. O
pente para 32 amostras foi aplicado sobre esse gel concentrador. Ap6s a polimerizacéo do gel,
0 cassete (aparato contendo o gel) foi colocado na cuba de corrida contendo 17 litros de

tampdo TAE 0,5x e pré-aguecido a 60°C.

B) Aplicacdo das amostras

Foram utilizados os produtos de amplificacdo da reacdo de PCR de estirpes
conhecidas e j& definidas como padrdo, BR 11335, BR 11504, BR 11115, BR11281, e BR
11366 (constituem as estirpes do inoculante padréo). Em cada aliquota de 20 pl do produto
amplificado foi misturado 5 pl de corante (0,5% azul de bromofenol, 40% sacarose, 0,1 mol/L
de EDTA, 5% de SDS) e aplicados nos pogos do gel. O gel foi submetido a uma voltagem de
100 v por 16 horas.

C) Coloracéo

A coloracdo do gel foi feita com nitrato de prata (AgNOs) segundo a metodologia
descrita por Creste (2001). O gel foi imerso em uma solugdo de fixacgio (Alcool etilico 10% +
Acido acético 1%) por 10 minutos, em seguida passou por uma lavagem com égua destilada
gelada durante 1 minuto. Em seguida foi submetido a uma solucgo de pré-tratamento (Acido
nitrico 1,5%), lavado novamente e submetido a solucdo de impregnacéo (AgNO3 2%) por 20
minutos, mantido no escuro. Foi entdo realizado duas lavagens de 30 segundos cada e
adicionado a solugdo de revelacdo (Carbonato de sodio 3% + formaldeido 0,162%) até a total
visualizagio das bandas, seguido da aplicaciio da solucdo de bloqueio (Acido acético 5%)
paraevitar o escurecimento excessivo do gel. Promoveu se a entdo alavagem final e o gel foi
envolvido em papel celofane usando uma placa como suporte e mantido por

aproximadamente 24 horas a temperatura ambiente até a desidratacdo completa.

D) Andlise dos géis de DGGE utilizando o programa GelCompar 11

Uma vez desidratado, o Gel foi escaneado a 200dpi e analisado utilizando o software
Gelconpar2, versdo3.1. Foi entdo gerado um Dendrograma de similaridade seguido pela
matriz de presenca e auséncia de bandas conforme estabel ecido pela plataforma do programa.
Foi utilizado o coeficiente de similaridade de Jaccard e o método de agrupamento foi o
UPGMA (MUELLER-DOMBOIS & ELLEMBERG, 1974).
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34  Efeto dalnoculacéo das Bactérias Diazotr oficas Endofiticas sobre os Par ametr os

Agrondmicos Utilizados

3.4.1 Andlisede produtividade de colmos

A andlise da produtividade de colmos (peso fresco) foi feita aos 12 meses apds o
plantio. As médias obtidas foram comparadas pelo teste Scott Knott em nivel de 10% de

significancia.

3.4.2 Andlisedoteor de nitrogénio

Foram redlizadas coletas de material vegetal aos nove meses apds o plantio para
andlise do teor de Nitrogénio nos tecidos A amostragem foi realizada segundo BODDEY et
al.(2001), através da coleta do terco meédio livre da nervura principa da folha (3+) de 10
plantas de cana-de-agUcar por parcela. As plantas de cana-de-agUcar foram escolhidas de
forma aleatéria tanto dos tratamentos inoculados como dos ndo inoculados. Prosseguiu se
entdo a secagem e moagem para posterior pesagem e andlise do N-Total, realizada pelo
método classico de Kjeldahl (BODDEY et al., 2001).
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3.5  Dados M eteorol6gicos
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Figura 1: Precipitacdo acumulada mensal em mm no periodo de setembro de 2007 a Agosto
de 2008 (www.itep.gov.br). Setas indicam as épocas de coleta para analise molecular.
A — Experimento | (Usina maravilha), B - Experimento Il (Usina Olho D’ Agua).
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4 RESULTADOSE DISCUSSAO

4.1  Definigdo dos Padrdes para os Géisde DGGE

As bactérias contidas no inoculante (Tabela 1) foram utilizadas para extracéo do DNA
bacteriano total seguido da amplificacéo pela PCR utilizando os iniciadores da Tabela 3. O
produto da reacéo de amplificacdo foi aplicado nos géis de DGGE para obter um perfil padréo
de bandas correspondente ao inoculante e permitir a localizago de bactérias correspondentes
a estas bandas nas amostras de tecido vegetal de cana-de-acUcar. Com isso foi readlizado o
monitoramento das bactérias contidas no inoculante nas amostras de tecido vegetal (n6 da
base). Embora a confirmagdo sO possa ser realizada com o seqlienciamento destas bandas,
procedimento este ndo realizado neste trabalho.

Os géis de DGGE necessitam de um padréo de bandas para ser utilizado nas
extremidades e no meio do gel de poliacrilamida visando verificar a possivel formacédo do
gradiente quando o perfil formado apds a corrida de eletroforese e coloracdo do gel é
analisado. As bandas correspondentes as estirpes bacterianas usadas no inoculante na cana-de-
acUcar foram definidas como padrdo para o monitoramento das cinco bactérias cortidas no
inoculante (Figura 4). Conforme mostra a figura, 0 Gel de DGGE tem a capacidade de separar
amostras de mesmo peso molecular quando os géis de agarose ndo conseguem (Figura 2). Isto
se da porque estes géis separam as amostras pela sua constituicdo nucleotidica, mais
precisamente pela quantidade de GC presente na sequéncia de DNA.

Conforme observado na Figura 2B as bactérias utilizadas constituem um bom padréo
devido a separagao das bandas. Foi observado uma boa separacéo inclusive para as amostras 1
e 2 que constituem duas espécies do mesmo género Herbaspirillum.
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Figura 2. A — Gel de Agarose contendo o produto de amplificagdo por PCR das estirpes
bacterianas utilizadas como inoculante para cana-de-agUcar: 1Kb — Marcador de
massa molecular, Gel corado com brometo de etidio. B — Gel de DGGE corado com
Syber Gold e contendo as estirpes utilizadas no gel A,. 1-5: estirpes bacterianas. 1 -
BR 11504- Herbaspirillum rubrisubalbicans, 2 - BR 11335 — Herbaspirillum
seropedicae, 3 - BR 11115 - Azospirillum amazonense, 4 - BR11281 -
Gluconacetobacter diazotrophicus, 5- BR 11366 — Burkholderia tropica.

42 Estudo da Comunidade de Bactérias Diazotréficas em Cana-de-Acucar
Analisado Através da Técnica de Eletroforese em Gel com Gradiente
Desnaturante (DGGE)

As plantas de cana-de-agUcar sdo anatomicamente divididas em parte aérea, formada
por colmos, folhas, inflorescéncias, frutos e parte subterranea constituida de raizes e rizomas
(MONZABANI et al.,2006). O colmo é dividido em n6 e entrend. O entrend, regido formada
entre dois nos apresentam acumulo de sacarose crescente dos entrends mais jovens para 0s
maduros (Whitaker & Botta 1997).

O no, nodio ou regido nodal é uma regido muito importante para a descricdo das
variedades, pois engloba a gema, o anel de crescimento, a cicatriz foliar e a zona radicular
bastante varidvel entre os gendtipos de cana (MONZABANI et al.,2006).

A anatomia interna do né difere do entrend, composto de vasos vasculares
ramificados, com pouco tecido do parénquima tendo asssm uma alta porcentagem de fibrae
uma baixa porcentagem de caldo. O caldo do n6 imaturo tem uma porcentagem mais alta de
°Brix que 0 entre-nd, com o tempo 0s teores de sacarose do entre-no invertem isto e o entre-no
passa a ter maior °Brix (Fernandes e Benda, 1985). Como consequiéncia daalta quantidade de
fibra e do baixo contetido de caldo 0 né contém menos sacarose em comparacdo ao entre-no
(Hussain et al., 2004).

O estudo da comunidade de bactérias diazotréficas endofiticas foi realizado no n6 da
base das plantas de cana-de-aclcar aos 6, 9 e 12 mesesapds o plantio. A escolha desta regido
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da planta teve como objetivo a busca por uma melhor representacdo da colonizacdo da parte
aérea das plantas de cana-de-aclcar pois apresenta modificagdes anatbmicas de forma que os
vasos condutores ndo estdo antiparalelos como nos entrends. Nestas modificactes
possivelmente ocorre uma maior colonizagao por bactérias diazotroficas endofiticas umas vez
gue estas ficam retidas. 1sso pode ser uma das explicacfes da baixa colonizacdo da parte aérea
em comparacdo com as raizes (DONG et al., 1997).

Apés a extracdo de DNA das amostras de tecido vegetal foi realizada as reacOes de
amplificagéo por “nested-PCR.” O produto obtido foi aplicado em gel de agarose a 1% para
confirmacdo do fragmento esperado de 700 pb para a primeira reacéo e de 430pb para a
segunda reagcdo. Em seguida seguiu se com a aplicagcdo das amostras em gel de poliacrilamida
para andlise de DGGE.

4.2.1 Andlisedas Amostrasda 1° Coleta de Tecido Vegetal

Os experimentos foram conduzidos no estado do Pernambuco, porém apresentaram
caracteristicas diferentes de clima, solo e mango. O experimento | conduzido na Usina
Maravilha apresentou condicBes de umidade mais favoréveis devido as maiores taxas de
precipitacéo além do uso de irrigacdo por pivo central. O experimento Il conduzido na Usina
Olho D’ Agua, situou-se em uma localidade bem mais seca na divisa com o estado da Paraiba
e ndo foi favorecido com irrigacéo artificial.

Os resultados da andlise da diversidade microbiana correspondente a primeira coleta
(6 meses apos o plantio) do nd basal das plantas de cana-de-aclcar foram diferentes para os
dois experimentos analisados. No experimento | (Usina Maravilha) observa-se que o
inoculante bacteriano promoveu uma ateracdo bastante expressiva na diversidade microbiana
endofitica das plantas de cana-de-aclUcar quando comparado com o0s demais tratamentos,
conforme pode ser constatado pelo agrupamento formado no dendrograma ce similaridade
gerado a partir do gel de poliacrilamida (Figura3 A)..

Foi observado um agrupamento préximo a 20% de similaridade quando todos os
tratamentos foram comparados e uma separacdo clara em dois grupos, sendo um constituido
dos tratamentos inoculados e o outro com o tratamento controle. Ambos os grupos
apresentaram similaridade de aproximadamente 50% entre si. Estes resultados evidenciam
assm um efeito direto da inoculagdo sobre a comunidade bacteriana endofitica na base do
colmo das plantas de cana-de-aclicar, uma vez que ocorre esta separacdo entre os tratamentos
inoculados e o controle.
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Em contraste, no experimento Il (Usina Olho D’ Agua), pode-se observar que os
tratamentos se agruparam com uma Similaridade de 42% (Figura 3 B). Houve um
agrupamento separando as variedades de cana utilizada no presente estudo, de forma que néo
foi observado um efeito da inoculagc@o sobre a diversidade microbiana endofitica nos tecidos
analisados (n6 da base do colmo).

A variedade RB72454 agrupou com a variedade RB867515 ao nivel de similaridade
de 42%. Os tratamentos de inoculacdo e o nitrogenado agruparam com uma similaridade de
55% dentro da primeira variedade enquanto para a segunda variedade o agrupamento foi entre
0 tratamento controle e o tratamento inoculado a 47% de similaridade. Sendo assim,
prevaleceu um efeito varieta. FERREIRA, (2008) encontrou resultados semelhantes
realizando estudos de inoculacdo em diferentes gendtipos de arroz. O autor sugere que exista
uma interacdo gendtipo-estirpe bacteriana inoculada e ndo apenas espécie-estirpe bacteriana.

Estudos da diversidade de bactérias diazotréficas endofiticas ndo observaram efeito da
variedade ou do tipo de solo utilizados em arroz RODRIGUES et al.,2006) e em cana de
acucar (REIS JR et al., 2000; PERIN, 2007). Embora nste presente trabalho se tenha avaliado

adiversidade endofitica total e ndo apenas a diversidade de bactérias diazotroficas.
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Figura 3: Dendrograma de similaridade (UPGMA) obtido a partir da andlise do gel de DGGE utilizando o programa GelCompar |1, seguido do
Gel de poliacrilamida em posicdo horizontal. 1° coleta (6 meses) Foi realizada andlise de similaridade usando o Coeficiente de Jaccard
{(Tol 1,3% - 1,3%) (H > 0%, S > 0%) [0% - 100%]}. 15 e 54 correspondem respectivamente as variedades utilizadas RB867515 e
RB72454; N — tratamentos adubados com adubo nitrogenado; i — tratamentos inoculados; M — Marcadores contendo as cinco bactérias
utilizadas no inoculante e utilizadas como padréo. H. rubrisubalbicans, H. seropedicae, A. amazonense, G. diazotrophicus e B. tropica. A
— Experimento | (UsinaMaravilha), B — Experimento I (Usina Olho D’ Agua); bl —b4: blocos de 1 a 4.
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Durante o monitoramento das bactérias inoculadas no experimento | foi observado
bandas correspondentes a bactéria G. diazotrophicus somente na variedade RB867515 mas
ndo para a variedade RB72454 (Figura 4 A - D). E possivel que os sitios de colonizacio
tenham influenciado o estabelecimento da bactéria na planta, j& que bactérias diazotroficas
endofiticas como H. seropedicae apresentam diferentes sitios de infeccdo (SILVA, 2001).
Outra explicacdo poderia ser devido a populagdo desta bactéria estar em um nlmero baixo,
dificultando assim sua deteccdo por métodos diretos. Diversos autores tem observado uma
ampla ocorréncia desta bactéria quando avaliadas através do crescimento em meio de cultura
semi-seletivo (REIS, 1991; REIS JR., 1998, PERIN, 2003). Como atécnica utilizada (DGGE)
analisa a populagdo total existente no momento da coleta € possivel que a presenca de outras
bactérias possa ter dificultado a deteccdo de G. diazotrophicus

Por outro lado, bandas correspondentes a bactéria H. seropedicae foram mais
abundantes para todos os tratamentos analisados nos dois experimentos (Figura 4), sugerindo
uma maior ocorréncia desta bactéria nas plantas estudadas. Foi observado inclusive uma
banda correspondente a H. seropedicae na variedade RB72454 adubada com 120 kg N hat
assm como no controle ndo inoculado do experimento | (Fgua 4 A — C), enquanto no
experimento Il ocorreu uma ampla ocorréncia em todos os tratamentos Fgua4 E — G)..
Situacdo bastante semel hante da ocorréncia de bandas em tratamentos nédo inoculados também
ocorreu com B. tropica para as duas variedades estudadas (Fguad A —CeE - G).

Esta ocorréncia pode ser devido as diferentes formas de disseminacdo da bactéria
conforme ja relatado por REIS JR (2002). Uma das possibilidades seria a colonizacdo destas
bactérias nas plantas hospedeiras uma vez que bactérias d género Herbaspirillum, assim
como do género Azospirillum identificadas na Hgua4 F - H sdo encontradas em diversas
plantas assm como da familia Poaceae (OLIVARES et al.,1996), tornando possivel sua
permanéncia no campo e posterior disseminacdo para as plantas de cana-de-aclcar (REIS JR,
1998). Outra caracteristica deste género, que pode explicar a ocorréncia destas bactérias em
plantas ndo inoculadas, € a permanéncia destas bactérias no solo em estagio viavel, mas néo
culturdvel (OLIVARES et al., 1996). Neste caso, a bactéria sofre um desvio do metabolismo
natural devido aos estresses ocorridos no solo de forma que néo ocorre divisdo celular em
meio de cultura, embora, em contato com as plantas a bactéria sofre um estimulo de forma
gue retorna o processo de divisdo celular (Roszak & Colewell, (1987) citados por REIS JR.
(1998)). Existe ainda a possibilidade de esta bactéria estar presente na semente durante a
propagacdo como citado por DOBEREINER & BALDANI, (1995).
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A ocorréncia de bandas correspondentes a G. diazotrophicus nos tratamentos néo
inoculados também foi observada como mostrado na Figura4 A — B (experimento |) e ra
Figurad4 F — H (experimento I1). Para esta bactéria esta ocorréncia também pode ser explicada
pelas diferentes formas de dispersdo desta bactéria. Uma possibilidade séo os residuos de
tecidos de plantas, como mostrado por REIS, (1991), onde o palhi¢o da cana possivelmente
apresenta estas bactérias podendo ocorrer a dispersdo desta espécie diazotrofica endofiticaem
areas de canavial sem queima. Outra possibilidade seria sua transmissao via insetos sugadores
como as cochonilhas umas vez que esta bactéria foi isolada de uma espécie deste inseto
(ASHBOLT & INKERMAN, 1990). Fungos micorrizicos também podem ser transmissores
desta bactéria uma vez que foram detectadas no interior dos esporos de Glomus clarum,
Acaulospora sp., e Gigaspora gigantea coletados em érea de cultivo com bata doce nédo
inoculada com esta bactéria (PAULA et al., 1993).
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Figura 4: Matriz hindria de ausinda e presanca de bandss dtida a partir da.andlise do gd de DGGE uilizando o programa
GdCompai|. 1° cdda (6 mes=). 15 e 54 comespondam repadtivamente s vaieokdes utilizaoss RB867515 e
RB72454; N — tratlamentos aduiedos com aolubo nitroganedo; | — tralamantosinoouliados M — Marcadorescorntandoes
dnoo beatédiss uiilizeossno inooUantee utilizaoss como pediéo. Hr— H. rubrigubalbicans, Hs—H. ssropedicag, Aa—A
amenese, Gd—G. dazrgphiause Bt— B.ropica. A —D, expaimatol (UsraMaavilhg); E—H, eqaimanoll
(Usna OlhoD' Ague); B1—B4, booosce1 a4
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A andise gerad do experimento | (Usina Maravilha) mostrou que os tratamentos
apresentaram um numero inferior de bandas correspondentes as bactérias contidas no
inoculante quando comparados com a segunda coleta (Figura 5 e 6). Contudo para o
experimento Il observa se o contrério, ou sgja, um nimero superior de bandas referentes ao
inoculante naépoca da primeira coleta (9meses).

GOMES et a.,(2005) observaram um efeito de flutuagdo populacional entre
variedades de cana-de-acUcar aos 90 dias apos o plantio onde a variedade comercial SP70-
1143 apresentou 100 vezes mais células de G. diazotrophicus que a variedade Chunee e 10
vezes mais aos 180 dias que o hibrido SP79-2312. Estes autores verificaram ainda que estas
populagbes ndo acompanharam o final do ciclo ocasionando assim uma redugdo na popul agéo
desta espécie bacteriana.

Porém neste estudo em guestdo se avaliou a diversidade de espécies e hdo a populacéo
de cada bactéria. Ao se analisar toda a diversidade considerando as bandas n&o identificadas
observa se um menor nimero de bandas em comparacdo com a coleta posterior para os dois
experimentos (Figura 6). Sendo assim se tem uma menor diversidade na primeira coleta em
comparagdo com a segunda.

Em adicdo, os resultados ndo mostraram efeito negativo da adubagdo nitrogenada
sobre a diversidade de bactérias dizotroficas endofiticas, em contraste com a literatura que
tem demonstrado um efeito prejudicial da adubagdo nitrogenada na diversidade de bactérias
diazotroficas endofiticas (Figura 7). Este efeito negativo foi observado em canaviais no
México e na india (FUENTES-RAMIRES et al., 1993, 1999; MUTHUCUMURASAMY,
1999). No Brasil também m se observado que adubacdo nitrogerada afeta severamente a
populacdo de G. diazotrophicus (PERIN et al., 2004), causando uma diminuicdo na
diversidade dos canaviais. Contudo, REIS JR., (2000 a) observou que doses superiores das
recomendadas (300 kg N ha'®) diminuiram a populacgo de G. diazotrophicus, mas ndo afetou
a populacéo de H. seropedicae. Portanto, cono esta sendo avaliado a diversidade microbiana
total, a possivel diminuicdo de uma espécie microbiana pode favorecer o desenvolvimento de
outras de forma que ndo se observa reducédo da diversidade entre os tratamentos adubado e o
controle ndo adubado. Além disso, a dose de adubacdo nitrogenada utilizada neste
experimento fol menor que a metade da dose utilizada pelos autores citados acima (120 kg N
hal).

Ao se andisar 0 experimento Il fica evidente uma baixa fregiéncia de bandas

correspondentes as bactérias contidas no inoculante assim como das bandas ndo identificadas
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nas trés coletas andisadas (Figura 6). Contudo se tem a identificacdo de bandas
correspondentes ao género Herbaspirillum durante todo o ciclo (Figura5).

As baixas taxas de precipitacdo podem ter propiciado a diminuicdo da diversidade
bacteriana endofitica neste experimento (Figura 1), uma vez que esta condicdo é um dos
fatores limitantes nos processos fisiol 6gicos das plantas. OLIVEIRA, et al., (2004) observou a
influencia da umidade do solo na sobrevivéncia de bactérias endofiticas em solo. O autor
observou gue o re-isolamento de bactérias endofiticas e asociativas inoculadas foi mais
eficiente quanto maiores foram os niveis de umidade do substrato (solo estéril). Logo, é
plausivel levantar a hipotese que a umidade do solo tem influencia indireta sobre a
sobrevivéncia das bactérias endofiticas no interior dos tecidos vegetais.

Em condig¢Bes de campo REIS JR, (1998) também observou diminuicéo na populagdo
de bactérias diazotroficas endofiticas ao realizar coletas de tecido de plantas de cana-de-
aclcar em periodos de baixa precipitacdo utilizando a técnica de NMP (NUumero Mais
Provavel). O autor sugere que a populacdo de G. diazotrophicus no interior das plantas de
cana-de-aclcar segja sensivel a fatores como estresse hidrico e variagbes sazonais. A
paralisacdo do crescimento vegetal, acimulo de carboidratos e a diminuicdo da taxa
fotossintética, ocasionada pelo fechamento estomético para a diminuicéo da perda de &gua séo
mudancas que ocorrem em plantas de cana-de-aglicar quando em stress hidrico e que podem
afetar a populagdo de bactérias que residem no interior do vegetal (REIS JR. 1998).

Este trabalho portanto corrobora com esses resultados e ainda adiciona que este efeito
€ sobre toda a diversidade endofitica uma vez que representa a diversidade total e ndo apenas
a diversidade dos microrganismos fixadores de N. A explicacdo para este fato pode ser as
mudancas metabdlicas desenvolvidas pelas plantas em condic¢des de stress hidrico.

A andlise da diversidade microbiana tem-se mostrado bastante sensivel, apresentando
variagdo a perturbacdes, sendo dependente de mudancas ambientais e por isso pode inclusive
ser um parametro indicador de qualidade do solo como sugerido por SMIT et al., (2001) e
JOHNSON et d., (2003). No caso das plantas, este aspecto pode ndo ser muito diferente uma
vez que a planta reflete as condigdes de estresse ao qual 0s microrganismos est&o submetidos,
podendo a qualquer momento desenvolver mecanismos para se adequar as condicdes adversas
do ambiente.

O inoculante ndo afetou a diversidade microbiana nativa no experimento | (Usina
Maravilha), porém no experimento 11 (Usina Olho D’ Agua) observa se uma reducéo desta

populacdo para os tratamentos inoculados (Figura 7). Este resultado sugere que o efeito da
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inoculacdo de bactérias diazotrdéficas endofiticas sobre a diversidade microbiana é dependente

das variaveis de climae solo.
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Figura 5: Andise do nimero de bandas referentes as tactérias contidas no inoculante da
cana-de-acUcar. Variagdo por época de coleta para as duas variedades estudadas nos
dois experimentos. Bactérias utilizadas no inoculante e utilizadas como padréo. Hr —
H. rubrisubalbicans Hs — H. seropedicae, Aa — A. amazonense, Gd - G.
diazotrophicus e Bt — B. tropica
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Figura 7: Analise do nimero total de bandas por tratamento para as variedades de cada
experimento. Bl — Bandas |dentificadas referentes as bactérias contidas no inoculante;
NI —N&o Identificadas, correspondente as demais bandas encontradas

4.3  Analise das Amostras da 2° Coleta de Tecido Vegetal

No experimento |, a diversidade microbiana endofitica agrupou de acordo com as
variedades de cana-de-agUcar utilizadas, com uma similaridade superior a 42% (Figura8 A), e
ndo em fungdo dos tratamentos de inoculagdo como na coleta anterior. Estes resultados
contrastam com a primeira coleta (Figura 3 A) e sugerem um efeito da variedade de cana-de-
acUcar maior que a do inocul ante padréo.

Estudos de inoculacéo com bactérias diazotroficas endofiticas em plantas da familia
Poaceae ndo mostraram efeito das variedades das plantas utilizadas ou do tipo de solo. Como
exemplo citamos os trabalhos de RODRIGUES et al.,(2006) que avaliaram duas variedades
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de arrozcom o0 uso de NMP e isolamento por meios de cultura semi-solidos seletivos; REIS
JR, (2000 b com diferentes variedades de cana-de-aclcar e PERIN, (2007) a0 estudar a
diversidade de Burkholderia spp. em cana-de-agUcar. Porém, as condicbes experimentais e as
ferramentas utilizadas neste estudo s&o diferentes das utilizadas pelos autores acima.

A técnica de DGGE foi utilizada de forma a representar a diversidade microbiana
endofiticatotal das plantas de cana-de-aclicar e ndo somente a comunidade diazotréfica como
nos experimentos acima. Resultados de agrupamento por variedade das plantas utilizadas
foram observados por FERREIRA, (2008) ao trabalhar com duas variedades de arroz irrigado,
sendo uma de alta e outra de baixa resposta a FBN.

O tratamento adubado foi o que mais se aproximou do inoculado com uma
similaridade de aproximadamente 46% para a variedade RB72454 e 42% para a variedade RB
867515. Entretanto, ndo se pode concluir que este efeito sgja da inoculagéo pois os valores de
similaridade estdo muito préximos, sugerindo portanto a existéncia de efeito da variedade na
formacéo dos grupos.

A andlise das amostras correspondente a0 segundo experimento mostrou que a
diversidade microbiana endofitica agrupou de acordo com os tratamentos de inoculacdo e néo
mals com as variedades utilizadas. Os tratamentos inoculados apresentam 47% de
similaridade entre s, seguido pelo tratamento adubado com 40% de similaridade com os
inoculados (Figura 8 B). Enquanto que os tratamentos controle agruparamse com 32% de
similaridade separando dos tratamentos inoculados em 75%. Desta forma, os tratamentos
controle foram os que mais se diferiram dos inoculados evidenciando assm um efeito da
inoculacdo sobre a diversidade microbiana endofitica

O efeito da inoculacéo sobre a diversidade endofitica ocorreu na éoca da segunda
coleta (9 meses apos o plantio), trés meses mais tarde que o experimento |. Talvez este efeito
se deva as condicdes edafoclimaticas deste experimento, umavez que foi conduzido na Usina
Olho D’ &gua localizada proximo a divisa com o estado da Paraiba, onde apresentou menores
taxas de precipitagdo que a usina Maravilha (Figura 1). A sobrevivéncia de bactérias
diazotréficas endofiticas é dependente dos niveis de umidade do solo (OLIVEIRA et al.,
2004). Certamente, estes fatores vem influenciar sobre a diversidade microbiana endofitica,

contribuindo para que ocorra os diferentes tipos de agrupamentos entre os tratamentos.
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Figura 8: Dendrograma de similaridade (UPGMA) obtido a partir da analise do gel de DGGE utilizando o programa GelCompar 11, seguido do
Gel de poliacrilamida em posic¢éo horizontal. 2° coleta (9 meses) Foi realizada andlise de similaridade usando o Coeficiente de Jaccard
{(Tol 2,7% - 2,7%) (H > 0%, S > 0%) [0% - 100%]}. 15 e 54 correspondem respectivamente as variedades utilizadas RB867515 e
RB72454; N — tratamentos adubados com adubo nitrogenado; i — tratamentos inoculados, M1 — Marcadores contendo as cinco bactérias
utilizadas no inoculante e utilizadas como padréo: H. rubrisubalbicans, H. seropedicae, A. amazonense, G. diazotrophicus e B. tropica.
A — Experimento | (Usina Maravilha), B — Experimento |1 (Usina Olho D’ Agua); b1 — b4, blocosde 1 a 4.
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Ao redlizar 0 monitoramento das bactérias diazotroficas endofiticas utilizadas no
“inoculante da cana’, observa-se no experimento | bandas correspondentes as bactérias H.
rubrisubalbicans, H. seropedicae, A. amazonense, G. diazotrophicus e B. tropica nos
tratamentos de inoculagdo referentes as duas variedades de cana utilizadas (Anexo B). Porém
no experimento |1 so foi observado bandas correspondentes as bactérias G. diazotrdphicus e
H. seropedicae. Bandas correspondentes a bactéria H. seropedicae foram as mais encontradas
com uma frequiéncia de ocorréncia pouco acima de 60% na variedade RB867515 e de 100%
para a variedade RB72454 (Figura9), embora 0 niUmero de bandas tenham sido relativamente
baixo em relagdo as demais coletas (Figura 5).

Assim como para a coleta anterior se observa bandas correspondentes as bactérias do
género Herbaspirillum e Gluconacetobacter em plantas que ndo foram inoculadas em ambos
experimentos (Anexo C deErro! Fonte de referéncia ndo encontrada. A—DeG - H).).

A andlise da diversidade apresentou um maior nimero de bandas para 0 experimento |
sugerindo uma maior diversidade endofitica durante a idade fenologica da cultura (Figura 6).
E possivel que as boas condigdes hidricas deste experimento devido a irrigagio utilizada tenha

influenciado na populacéo de bactérias endofiticas e isso inclui as diazotroficas.
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Figura 9: FreqUéncia da ocorréncia de cada estirpe bacteriana dentro de cada variedade em
cada época de coleta. Separacdo por experimento. Hr — H. rubrisubalbicans, Hs — H.
seropedicae, Aa — A. amazonense, Gd —G. diazotrophicus e Bt —B. tropica.
Variedades: RB867515 e RB72454.

4.4  Analise das Amostras da 3° Coleta dos Tecidos Vegetais

Na andlise da terceira e Ultima coleta realizada momentos antes da colheita dos
experimentos observa se para o experimento | uma formacdo de grupos que apresentaram uma
similaridade préxima a 20%. Destaque é dado ao primeiro grupo para a variedade RB867515
entre tratamento inoculado e o adubado com uma similaridade de 43%, e 0 segundo na
variedade RB72454 para os mesmo tratamentos com uma similaridade de 34%, mostrando
assim uma maior semelhanca entre tratamentos adubados e inoculados no final do ciclo da

cultura em comparagdo com o tratamento controle (Figura 10 A).

37



No experimento Il a diversidade microbiana endofitica estudada também agrupou pela
variedade de cana utilizada (Figura 10 B), como observado para a mesma coleta do
experimento | Figura 10 A), e ndo mais pelo efeito de inoculagdo como detectado na 2°
coleta. Todos os tratamentos agruparam-se a 40% de similaridade. A variedade RB72454
agrupou-se com uma similaridade proxima a 60% para todos os tratamentos, sendo gue os que
mais se aproximaram foi o tratamento inoculado com o controle apresentando uma
similaridade de aproximadamente 70%.

Estes resultados atrelados a uma reducdo no numero de bandas sugerem uma
diminuicdo da diversidade endofitica (Figura 5), e indicam a ocorréncia de um controle da
diversidade endofitica pelas plantas de cana-de-agUcar no decorrer do ciclo da cultura.

Resultados semelhantes da diminuicdo da populacdo de bactérias diazotroficas
endofiticas no final do ciclo da cultura foram encontrados por REIS JR., (1998) e por
GOMES et al., (2005).

GOMES et al., (2005) estudaram a variagdo dos teores de acUcar sollUveis totais,
BRIX e sacarose em relacdo a populacdo de G. diazotrophicus e Herbaspirillum spp. Os
autores verificaram um aumento crescente do teor de sacarose até os 360 dias, a partir do qual
os valores comegaram a diminuir. Os autores verificaram ainda, uma relagdo entre o aumento
de sacarose na base do colmo com o aumento do nimero de G. diazotrphicus no apice do
colmo. Segundo estes autores a populagéo desta bactéria em diferentes gendtipos de cana-de-
acUcar em vérias partes da planta apresentaram maiores populacdes até os 180 dias apds o
plantio, a partir do qual comecou a cair. Na parte aérea variou de 100 a 10.000 células e nédo
acompanhou o crescimento da planta decaindo com a proximidade do final do ciclo. Por outro
lado as popul acdes de Herbaspirillum spp. apresentaram se mais estaveis no decorrer do ciclo
dacultura

REIS JR et a., (2000) também observaram uma reducdo na populacdo de G.
dizotrophicus na base do wlmo de plantas de cana-de-aglcar maior que 10 vezes entre o
sétimo e o décimo quinto més apds o plantio, contudo as populagdes de Herbaspirillum sp. se
permaneceram estaveis ou aumentaram com o fim do ciclo. Estes autores observaram ainda
um maior nimero destas bactérias nas raizes diferindo estatisticamente da base do colmo,
apice do colmo e da folha. O nimero destas bactérias nas demais partes da planta ndo diferiu
estati sticamente

MunozRojas & Caballero-Mellado (2003) observaram que a dinamica populacional

de estirpes de G. diazotrophicus inoculadas em diferentes variedades de cana-de-aclcar
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declinou drasticamente com a idade da planta, independente da variedade, genétipo ou da

estirpe bacteriana.

Os resultados aqui apresentados se assemelham com os autores acima citados
mostrando que ao se aproximar o final do ciclo da cultura ocorre uma reducdo consideravel no
niumero de bandas na época da terceira coleta (Figura 5). Isto pode ser explicado pelo
aumento dos teores de sacarose, deslocamento destas bactérias para sitios especificos, uma
vez que bactérias endofiticas apresentam diferentes sitios de infeccdo SILVA, 2001), ou
ainda como uma resposta negativa da planta devido j& esta no final do ciclo e a planta ndo
necessitar mais manter estas bactérias.

Contudo, no presente trabalho se realizou a analise da diversidade enddéfita e ndo da
guantidade de cada espécie localizada no interior dos colmos das plantas de cana-de-agUcar.
Porém cs resultados foram semelhantes, sugerindo que no né basal das plantas de cana-de-
acUcar ocorre uma diminuicdo da diversidade endofitica total e ndo apenas das bactérias
diazotroficas endofiticas. Embora, a reducdo populacional pode ter afetado a identificacdo
desta espécie ficando abaixo do nivel de deteccdo da técnica de forma que pode ter
subestimado a andlise da diversidade.
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Figura 10: Dendrograma de similaridade (UPGMA) obtido a partir da andlise do gel de DGGE utilizando o programa Gel Compar 11, seguido do
Gel de poliacrilamida em posicéo horizontal. 3° coleta (12 meses) Foi realizada andlise de similaridade usando o Coeficiente de Jaccard
{(Tol 1,1% - 1,1%) (H > 0%, S > 0%) [0% - 100%]}. 15 e 54 correspondem respectivamente as variedades utilizadas RB867515 e
RB72454; N — tratamentos adubados com adubo nitrogenado; i — tratamentos inoculados; M1 — Marcadores contendo as cinco bactérias
utilizadas no inoculante e utilizadas como padréo. H. rubrisubalbicans, H. seropedicae, A. amazonense, G diazotrophicus e B. tropica. A
—D, expeimento | (UsraMaravilha); E—H, expaimento I (UsnaOlho D' Agug); bl —b4, blocosde1 a4,
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No experimento | foi observado a presenca de bandas correspondentes as bactérias do
género Herbaspirillum usadas no inoculante em tratamentos ndo inoculados (Anexo C de B -
D). O mesmo ocorreu para o experimento 1l também para as bactérias H. seropedicae, A.
amazonense e B. tropica, sugerindo que estas bactérias podem ter sido adquiridas do solo ou
por dispersdo como ja discutido anteriormente. Bandas correspondentes a H. rubrisubal bicans
foram encontradas em todos os tratamentos sgam eles inoculados, adubados ou controle
(Anexo C, F).

O fenbmeno de dispersdo ja discutido anteriormente ocorreu para O género
Herbaspirillum e Azospirillum (Anexo C de B - D). Para bactérias deste género este tipo de
infecgdo é mais comum uma vez que esta bactéria apresenta uma alta sobrevivéncia no solo
(BASHAND e LEVANOY, 1990), logo ndo pode ser descartada a hip6tese da planta ter
adquirido estas bactérias deste ambiente. Podendo inclusive colonizar as mais diversas
espécies de plantas, 0 que torna a sua ocorréncia em plantas ndo inoculadas algo bastante
comum. Além disso, alguns artigos reportam a disseminacdo desta bactéria pelo ar
(BASHAN, 1991).

A Inoculagcdo com bactérias dizotroficas endofiticas em plantas de cana de aglcar
exerce influencia sobre a diversidade microbiana destas plantas. No inicio (1° coleta — 6
meses) foi observado a formacdo de grupos evidenciando o efeito do inoculante no
experimento |. Embora, com o tempo, nas coletas posteriores este efeito foi diluido de forma
gue 0s agrupamentos passaram a ser pela variedade de cana-de-aclcar.

O clima e as demais condi¢des as quais cada experimento foi submetido também
exercem influencia direta sobre a diversidade endofitica, na qual se observou uma maior
diversidade bacteriana no experimento | conduzido na Usina Maravilha sob boas condic¢des de
umidade uma vez que se utilizou irrigacdo artificia. Em contraste, o experimento 1l
apresentou uma diversidade reduzida provavelmente devido as condi¢cdes de baixa umidade
devido as condigdes climéticas e a auséncia de irrigacdo artificial. Logo, este trabalho sugere
gue o clima influencia ndo somente na quantificacdo de populacdes de espécies, mas também
no nimero de espécies de tal forma que ocorre um aumento da diversidade microbiana
endofitica em plantas de cana-de-actcar em condicdes de boa umidade.

Finalmente o estado fenoldgico da cultura também parece exercer uma acdo direta na
diversidade endofitica de forma que se tem uma diminuicdo da diversdade com a
aproximagao do fim do ciclo da cultura. REIS JR. (2000) e GOMES et a 2005 obsevaram
uma reducdo na populacdo de G. diazotrophicus sem ateracdo na populagdo de
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Herbaspirillum sp., contudo estes resultados evidenciam a reducéo de outras espécies de tal
forma que se tem uma menor diversidade microbiana no final do ciclo da cultura.

A baixa deteccdo de bactérias utilizadas no inoculante pode ser devido a limitacdes
metodol égicas da técnica de DGGE como a amplificagcdo preferencia de genes (NAKATSU,
2007). Além de limitacdes referentes ao proprio processo de amostragem, que deve ser o mais
representativa possivel, o0 método de extragdo de DNA também pode ter sido limitante, haja
visto que pode ser mais eficiente na lise de um grupo microbiano especifico (NAKATSU,
2007). Além disso, a propria egecificidade dos iniciadores na reacdo de PCR atrelada a
formagdo de artefatos podem contribuir para a representacdo de forma errénea da diversidade
microbiana (NAKATSU, 2007). Por fim, Alguns microrganismos podem estar em uma
populacdo muito baixa e necessitam de pré-crescimento em meio de cultura para serem
identificados (EDENBORN et al., 2007).

Foi observado uma grande variagdo entre os blocos como se observa na Figura 4, e
nos Anexos B e C . Resultados semel hantes foram encontrados por ZILLI, (2004) trabalhando
com a técnica de DGGE em experimentos com aplicacdo de herbicidas na cultura da soja.
Mostrando assim grarde sensibilidade da microbiota as condic¢Oes adversas, uma vez que se
trata de um sistema biol 6gico na qual a microbiota tanto do solo como das plantas apresentam
ampla variacéo. Contudo para a realizago das andlises de agrupamento buscou se utilizar as
ferramentas do programa de andlises dos géis de DGGE (GelCompar) afim de diminuir o
impacto desta variagdo nas andlises de agrupamento.

Numa ardlise geral, verifica-se que a diversidade microbiana apresentou variacfes nas
diferentes idades fenoldgicas das plantas de cana-de-aclcar. 1sso pode ter ocorrido devido a
diversos fatores tais como o processo de inoculagéo, clima e fisiologia das plantas, sugerindo
uma relacdo direta entre as condi¢cBes ambientais, gendtipo vegetal, idade fenoldgica e as

estirpes bacterianas utilizadas como inocul ante.

45 Efeito Da Inoculagdo das Bactérias Diazotréficas Endofiticas Sobre os

Par ametr os Agrondémicos Utilizados.

No experimento | (Usina Maravilha) ndo houve efeito dainoculagdo sobre a producéo
de colmos (Tabela 4). Por outro lado, a adubaco com 120 kg de N ha* promoveu um
aumento significativo na produtividade da ordem de 15 e 25%, respectivamente para as
mesmas variedades. A produtividade foi superior amédia nacional de 80 Mg ha™*, sendo que o

tratamento mais produtivo (160 toneladas de colmos ha™t) foi com aplicagdo de 120 kg N ha'*

42



para a variedade RB867515. Embora o percentual de nitrogénio tenha sido ligeiramente
maior para os tratamentos inoculados também ndo se observa diferenca estatistica(Tabela 4).

Efeitos negativos na producéo de colmos de cana-de-acUcar, em resposta a tratamentos
de inoculagéo foram observados por OLIVEIRA et al., (2006). Os autores utilizaram a mesma
mistura de bactérias como inoculante nas variedades SP701143 e SP813250 para diferentes
tipos de solos e encontraram resultados negativos na cana planta, mas, que vieram a ser
positivos na cana soca para a variedade SP813250 conduzida em um Planossolo. Os autores
também observaram incrementos de até aproximadamente 28% na producéo de colmos para a
variedade SP701143 e concluiram gue os beneficios provenientes da inoculacdo dependem da
mistura de bactérias utilizadas, do gendtipo vegetal e do tipo de solo. Confirmando ainteracéo
planta, microrganismo e ambiente. Desta forma, os resultados negativos obtidos neste estudo
podem ndo se repetir para as proximas colheitas e podem inclusive diferenciar positivamente
visto que os beneficios da inoculagdo podem ser maiores em determinadas situaces para a
cana soca (OLIVEIRA et al., 2006).

Analisando o experimento |l (Usina Olho D'Agua) ainda, respostas positivas a
inoculacdo foram ligeiramente superiores as observadas no tratamento controle, apresentando
incremento de 4 e 7% para as variedades RB867515 e RB72454 respectivamente, embora
também ndo tenham apresentado diferenca estatistica. Os teores de nitrogénio nas folhas
foram idénticos para os tratamentos inoculados e o controle (Tabela 4). Foram observados
valores de produtividade inferiores ao controle no tratamento adubado com 120 Kg N ha,
sugerindo que o Nitrogénio ndo é o fator limitante ou a dose aplicada ter sido muito alta para
estas condi¢des, de modo a provocar toxicidade nas plantas. Portando o beneficio da cultura
pela inoculacdo pode ser explicado ndo somente pela FBN, mas também pela producéo de
fitormonios estimuladores do crescimento (OLIVEIRA et al.,2005).

Os efeitos positivos da inoculacdo de algumas estirpes de bactérias na produtividade
das plantas podem estar associados a0 processo da FBN, a sintese de horménio de
crescimentos produzidos pelas bactérias, ou a um efeito de sinergismo entre esses dois fatores
atuando nos diferentes estédios de desenvolvimento das plantas (CANUTO et al., 2003).

No caso de Azospirillum sp., respostas positivas a inoculagéo tém sido observadas em
plantas, inclusive quando cultivadas com atos niveis de nitrogénio, o que indica que as
respostas da planta ndo ocorrem apenas em razéo do N, fixado, mas, também, da producdo de
outras substancias como o acido indol-acético (AIA) OOBBELAERE et al., 2003). Os
autores relatam ainda que o AIA é conhecido por produzir tanto respostas rapidas (aumento

da elongacao celular) como lentas (divisdo e diferenciacdo celular). Estas substancias podem
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promover um maior desenvolvimento do sistema radicular, permitindo assim, um maior
aproveitamento dos nutrientes do solo pelas plantas, uma vez que se tem uma maior &rea de
solo explorada pelas raizes (DOBBELAERE et al., 2003).

Bactérias do género Azospirillum secretam fitohorménios, principamente o AIA, que
desempenham papel essencial na promocao de crescimento das plantas em gera (BASHAN
&HOLGUIM, 1997). KUSS et al., (2007) isolaram diferentes isolados de endofiticos em
raizes de arroz e observaram producdo de AIA por todos isolados obtidos, observando
inclusive produgdes maiores que os padrfes utilizados. Estes resultados sugerem que bactérias
de outros géneros além do Azospirillum podem estar atuando no estimulo de crescimento
vegetal pela producdo de auxinas.

Em uma plantacdo de cana-de-aglcar a produtividade de colmos € o dado de maior
interesse, pois na pratica € o que vai para a usina. Em termos econémicos, € o que € vendido
para os usineiros, originado capital para o produtor. O efeito da inoculagcéo na producdo de
colmos e a contribuicdo da FBN de cana-de-aclcar € influenciado pelo tipo de mistura de
bactérias utilizadas ro inoculante, gendtipo da planta, tipo de solo e fertilizacdo nitrogenada
(OLIVEIRA et al., 2006).

A produtividade de colmos mostra-se bastante discrepante nos dois experimentos, o
gue pode ser explicado pelas diferentes cordicdes edafoclimaticas. Apesar dos experimentos
terem sido conduzidos em um solo do tipo Argissolo, ndo significa que os dois sejam
totalmente iguais. Conforme mostra o Anexo D existe um efeito de local com diferenca
estatistica entre os dois experimentos e uma das causas provavelmente € a utilizacdo de
irrigacdo no experimento | que veio a proporcionar grandes ganhos na produtividade de

colmos.



Tabela 4: Produtividade de colmos em Megagrama por ha e teor de N na folha (%) de plantas
de cana-de-aglcar. RB867515 e RB72454 - Variedades de cana utilizadas.
Nitrogenado (120 kg N ha'!). Andlise realizada separadamente por experimento.

Usinas Variedades Tratamentos  Colmos(Mgha™) %N

Controle 1355B 1,25A
RB867515 Inoculado 1285B 1,37A

Maravilha Nitrogenado 1555A --
Controle 109,7B 1,22 A
RB72454 Inoculado 111,0B 142 A

Nitrogenado 1375A --
Controle 778 A 1,36 A
RB867515 Inoculado 80,8 A 1,35A

Ny Nitrogenado -- --
Olho D' Agua Controle 69,6 A 1,50 A
RB72454 Inoculado 744 A 151A

Nitrogenado 65,6 A --

* Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste Scott Knott a 10% de significancia

O conhecimento das interagbes existentes entre bactérias diazotréficas endofiticas
inoculadas em plantas de cana de aglcar sdo pouco estudados apesar dos beneficios obtidos
em um grande numero de experimentos ja realizados. Neste estudo embora os resultado da
inoculagdo na produtividade da cultura ndo tenha apresentado diferenca estatistica, observou
Se uma pequena contribuico no experimento |1 (Usina olho D Agua).

A diversidade microbiana mostrou se bastante sensivel no decorrer do ciclo da cultura
para os diferentes experimentos. Os resultados positivos na produtividade para o experimento
Il talvez possa ser explicado pelo efeito do inoculante ter sido na época de maior acumulo de
N pela planta aos 9 meses.

De uma maneira geral se observou bandas predominantes correspondentes ao género
Herbaspirillum o que sugere uma maior predominéncia destas bactérias no ambiente
endofitico das plantas de cana-de-acUcar. Estes dados condizem com os resultados de
OLIVEIRA et al.,(2008) que observou maior agressividade deste género em experimento de
inoculagéo “in vitro” ao realizar testes com diferentes misturas das bactérias dizotroficas
utilizadas como inoculante neste presente trabalho. Estes autores fizeram uso de NMP e
sondas para Fluorescent In Situ Hybridization (FISH) e observaram uma maior agressividade
de colonizacéo das espécies de Herbaspirillum em virtude de uma maior intensidade de sinal,
sendo que as duas espécies ocupavam sitios diferentes parecendo haver um efeito antagénico
entre as mesmas. Desta forma H. seropedicae mostrou se mais agressvo que H.

rubrisubalbicans. Os autores observaram ainda ndo ocorrer diminui¢do da populacéo quando
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inoculadas em mistura ou individualizadas. O mesmo n&o ocorreu paraG. diazotrophicusque
teve sua populacdo diminuida em 10 vezes quando inoculada em mistura. Sendo assim deve
ocorrer uma competicdo na colonizacdo também entre a diversidade nativa das plantas de
cana-de-aclcar em experimentos de inoculacdo de campo que ndo necessariamente pode
resultar em efeito negativo na producao.

Embora tenha se utilizado cinco bactérias no inoculante da cana parece que as do
género Herbaspirilum conseguem se sobressair sobre os demais, contudo isso pode ser a
resposta para 0s incrementos na produgdo mas ndo necessariamente se aplica para todas as

condicdes de inocul agéo.

5 CONCLUSOES

? N&o foi observado efeito significativo da inoculacdo com a mistura de bactérias embora o
local tenha influenciado positiva e negativamente na produtividade das variedades.

? A diversidade de bactérias endofiticas variou com o local, a época de coleta e com as
condicdes climaticas.

? Os agrupamentos bacterianos ocorreram em funcdo do genétipo ou da inoculacdo e
variaram com o ciclo da cultura, sugerindo um controle da planta sobre a diversidade
microbiana endofitica

? Foi observado a ocorréncia de bandas, com menor freqiiéncia, correspondentes as bactérias
inoculadas nos tratamentos ndo inoculados, sugerindo a transmissibilidade ou disperséo das
bactérias inocul adas.

? Foram observadas uma maior fregiéncia de bandas correspondentes a0 género
Herbaspirillum, sugerindo uma maior populacdo destas bactérias em condigdes de campo.

? A utilizagdo de DGGE n&o possibilitou a detecgdo de todas as bactérias inoculadas e

portanto ndo é possivel concluir sobre a contribuicdo de cada bacteria em uma escala
cronol égica ou fenol ogica.
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7.1 Anexo A

7 ANEXOS

Distribuicdo de bandas correspondentes as bactérias contidas no inoculante e bandas ndo identificadas (NI) por época de coleta nos dois
experimentos. Hr—H. rubrisubalbicans Hs—H. srgpedicag Aa—A amezonense, Gd—G. diazotrophicus e Bt—B.tropica

1° coleta (6 meses)

2° coleta (9 meses)

3° coleta (12 meses)

Tot
Usinas Tratamentos Hr Hs Aa Gd Bt Ta?t Nl Hr Hs Aa Gd Bt Ta‘]’t NI Hr Hs Aa Gd Bt Ta‘l’t NI (.‘?]er
a
Controle 0 2 0 1 2 5 17 2 3 0 0 1 6 62 0 1 1 0 0 2 16
lnoculado 4 0 1 1 0 6 14 4 4 2 1 1 12 75 0 2 1 0 0 3 ¢
Nittogenado 0 3 0 1 0 4 20 3 4 0 0 1 8 74 0 2 1 0 0 3 9
S Total 4 5 1 3 2 15 51 9 11 2 1 3 2 211 0 5 3 0 0 8 31 342
Cowde O 3 O O O 3 2 3 3 0 0 1 7 6 0 0 0 0 0 o0 18
lnoculado O 2 0 O 4 6 18 4 3 0 2 2 11 66 0 0 0 0 0 0 15
Nitogenado 1 2 0 0 3 6 9 2 3 0 0 1 6 6& 1 0 0 0 0 1 28
Total 1 7 0 0 7 15 4 9 9 0 2 4 24 18 1 0 0 0 0 1 61 336
Comde 0 3 1 3 0 7 25 0 2 0 1 0 3 1 1 0 4 1 0 6 54
lnoclado ©0 3 1 0 O 4 16 0 0 0 0 0O O 19 1 1 0 0 0 2 =
Total O 6 2 3 0 11 4 0 2 0 1 0 3 35 2 1 4 1 0 8 77 175
D%Z%a Cowde O 3 O O 1 4 19 0 0 0 O 0 O 4 3 0 0 0 0 3 3
lnoclado 0 3 1 2 2 8 23 0o 1 0 0 0 1 18 1 0 0 0 0 1 =
Nittogenado 0 3 2 0 3 8 26 0 1 0o o0 o0 1 10 1 1 1 0 0 3 3t
Total O 9 3 2 6 20 6 0 2 0 0 0 2 77 5 1 1 0 0 7 98 272
Totd Geral 5 27 6 8 15 61 207 18 24 2 4 7 55 511 8 7 8 1 0 24 267




Anexo B
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continuagao

Jaccard (Tol 0.5%-0.5%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]
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Matriz deausindae presencade bandes dos gés de DGGE desamodras da 2° colda (9 meses) garades pdo software
Gdoonpa2, vasio3L 15 e 4 carespondem repectivamente s variededes RB867515 e RB72454; N —
tratamentos adubedos com adubo nitrogenedo; | — tratlamentos inoculados M — Marcadores contendo as anoo
bectérias utilizades no inoculante e utilizades como pedrén. Hr —H. rubrisubalbicans Hs— H. seropedicae Aa—A
amezonense, Gd-G. diazotrophicus eBt-B.tropica. A —D, expaimentol (UsnaMaavilhg); E—H, expaimento
Il (UsnaOlho D' Agug); B1—B4, blocosde1a4.
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7.3 Anexo C
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Matriz deasindaepresencadebandasdosgésde DGGE dssamodrasda3® colea(12 meses) garadespdosoftware Gdconpar2, varsio3.1. 15e
54 corespondem respectivamente s variededes RB867515 e RB72454; N — tratamentos adubedos com adubo nitrogenedo; | — tratamentos
inoculedos M — Marcadores contendo as anoo bedtéias uilizedss no inoculante e uiilizadss como pedkéo. Hr — H. rubrisubalbicans Hs— H.
sropedica,eAa—A areananse, Gd-G. dazotrophicus e Bt-B. tropica. A—D, expaimentol (UsraMaavilhg); E—H, epaimantoll.(Usna
OhoD'Agug); B1—B4, blocosdela4.
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7.4 Anexo D

Andlise conjunta dos experimentos. Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste Scott
Knott a 10% de significancia.

Producdo de Colmos

Variedades Locais
Locais RB72454 RB867515
Olho d'&gua 72,00 aB 79,30 aB 75,65 B
Maravilha 110,37 bA 132,00 aA 121,18 A
Variedades 91,18 b 105,65 a

Teor de Nitrogénio

RB72454 RB867515 Locais
Olho d’ &gua 1.35 bA 1.50 aA 1.43 A
Maravilha 1.31 aA 1.31 aB 1.31 B
V ariedades 1.33 a 1.41 a

* Letras mindsculas comparam entre linhas e maitscul as entre colunas.,
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