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RESUMO

Fixacao bioldgica de nitrogénio em cana-de-acucar inoculada com bactérias
diazotroéficas

O processo de fixagdo biolégica de nitrogénio (FBN) é a principal forma de
entrada de nitrogénio (N) em ecossistemas naturais e € intermediado por micro-
organismos diazotréficos simbidticos ou de vida livre. A produgéo de biofertilizantes
com bactérias diazotréficas € a principal alternativa ao uso de fertilizantes
nitrogenados soluveis. Apesar da simbiose Rhizobium-leguminosas ser eficiente em
promover o crescimento das plantas, a inoculacao de bactérias diazotréficas em
gramineas vem apresentando resultados questionaveis, principalmente devido a
baixa eficiéncia e incompatibilidade entre os atuais inoculantes bacterianos e as
plantas. Os biofertilizantes para gramineas utilizam bactérias endofiticas as quais
desenvolvem interagdes pouco conhecidas com as plantas. Uma possibilidade para
melhorar a eficiéncia da FBN em gramineas € a aplicacdo de bactérias epifiticas de
menor seletividade em relacao as bactérias endofiticas. Os objetivos deste trabalho
foram isolar novos gendtipos de bactérias diazotréficas da filosfera de bambu da
Mata Atlantica, verificar seu potencial biotecnoldgico in vitro e avaliar sua eficiéncia
agronémica como biofertilizante em cana-de-agucar em casa-de-vegetagdo. Foram
obtidos 120 isolados bacterianos os quais foram caracterizados morfoldgica e
filogenéticamente. Com relagdo ao potencial biotecnoldgico, 48 isolados bacterianos
apresentaram resposta positiva nos testes in vitro de redugéo de acetileno (ARA) e
para producao in vitro de acido indol-3-acético (AIA) na presenca de L-triptofano.
Desses 48 isolados, 50% apresentaram capacidade de solubilizar fosfato de calcio,
8% de produzir quitinases, 16% de produzir ACC desaminase e 17% de produzir
sideréforos. O sequenciamento do gene rRNA 16S indicou que 75% dos isolados da
filosfera de bambu foram similares a classe Gammaproteobacteria (Proteobacteria),
e a familia Enterobacteriaceae. Dentre eles, 32% dos isolados apresentaram
sequéncias similares a Klebsiella sp. e 2% foram similares a Serratia e Enterobacter.
Das 48 sequéncias analisadas, 37% delas nao foram classificadas quanto ao
género, podendo entdo representar novos géneros ou espécies. Dez isolados
contendo o gene nifH foram selecionados para experimentos de eficiéncia
agronémica em casa-de-vegetacdo usando bactérias inoculadas via pulverizagéo
foliar ou encapsuladas em micro-esferas de alginato e associados a diferentes niveis
de adubagéo nitrogenada. A inoculagdo por meio de pulverizagdo nas folhas de
cana-de-agUcar resultou em aumento significativo de massa seca de parte aérea e
concentragdo de N na parte aérea das plantas na sua fase inicial de
desenvolvimento. A maior taxa de fixacdo nas folhas inoculadas foi observada sete
dias apos a inoculagéo no tratamento sem adigdo de N mineral. A inoculagédo no solo
com os mesmos 10 isolados encapsulados em matriz polimérica em conjunto com
diferentes niveis de adubacdo nitrogenada mostrou aumentos significativos de
massa seca da parte aérea, raizes e concentracao de N na parte aérea da cana-de-
acucar em comparagdo aos controles, principalmente nas fases tardias do
desenvolvimento das plantas. O solo que recebeu as bactérias encapsuladas
apresentaram elevadas taxas de FBN, oscilando entre 0 e 4 g de N g h™, 7 dias
apos a inoculacdo. Os resultados sugerem que as bactérias selecionadas possuem
alto potencial biotecnolégico para promover o crescimento das plantas em
momentos diferentes do seu ciclo de desenvolvimento, dependendo do tipo de
abordagem para inoculagao.
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ABSTRACT
Biological nitrogen fixation in sugarcane inoculated with diazotrophic bacteria

The process of biological nitrogen fixation (BNF) is the most important form of
nitrogen (N) input in natural ecosystems and is mediated by symbiotic or free-living
diazotrophic microorganisms. The production of biofertilizers containing diazotrophic
bacteria is the main alternative to the use of soluble nitrogen fertilizers, improving
plant growth by nitrogen fixation or other plant growth promoting mechanisms.
Despite the efficiency of the symbioses Rhizobium-legumes in promoting plant
growth, the inoculation of diazotrophic bacteria in grasses, such as sugarcane, has
shown variable results, mainly due to the low efficiency and incompatibility between
the current bacterial strains used in inoculants and plant genotypes. Most of the
biofertilizers for grasses uses endophytic bacteria that develop complexes
interactions with the host plant, which are not totally understood. A possibility to
improve the efficiency of BNF in grasses is the application of epiphytic diazotrophic
bacteria that are less selective as compared to endophytes. The aims of this work
were to isolate new genotypes of diazotrophic bacteria from the phyllosphere of
bamboo from Atlantic Forest, determine their biotechnological potential based on in
vitro assays, and evaluate their agronomic efficiency as biofertilizer for sugarcane
under greenhouse conditions. A total of 120 bacterial isolates were obtained and
characterized morphologically and phylogenetically. Regarding the biotechnological
potential, 48 isolates showed positive responses under in vitro the acetylene
reduction assay (ARA) and indole-acetic-acid (IAA) production in vitro assay in the
presence of L-tryptophan. Among the 48 isolates evaluated, 50% were able to
solubilize calcium phosphate, 8% produced chitinases, 16% were able to produce
ACC deaminase, and 17% produced siderophores. The sequencing of the rRNA 16S
gene revealed that 75% of the isolates were phylogenetically related to the family
Enterobacteriaceae (Gammaproteobacteria). The genus Klebsiella accounted for
32% of the isolates, whereas Serratia and Enterobacter accounted for 2%.
Aproximatelly 37% of the isolates were assembled unclassified Bacteria. Ten isolates
containing the nifH gene were selected for agronomic efficiency test under
greenhouse conditions, using bacteria inoculated via foliar spraying, or encapsulation
in alginate beads and inoculation in the soil, associated with different doses of
nitrogen fertilizer. The inoculation on the sugarcane leaf surfaces resulted in
significant increases in root biomass and N concentration in the shoots at the early
stage of plant development. The highest N fixation rates in inoculated leaves were
observed 7 days after inoculation in the absence of mineral N. The soil inoculation
with the same 10 isolates immobilized in polymeric matrix in addiction to different
rates of nitrogen fertilization showed significant increases in shoot and root biomass
and N concentration in the shoots of sugarcane, when compared to the controls,
mostly at later stages of plant development. The soil inoculated with encapsulated
bacteria showed high rates of BNF even when nitrogen fertilizer was applied, ranging
between 0 and 4 g of N g h™' seven days after the inoculation. The results suggest
that the selected bacteria have high biotechnological potential to promote sugarcane
growth at different stages of development, depending on the inoculation approach.

Keywords: Phyllosphere; Nitrogen fixing bacteria; Biofertilizer; Grasses
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1 INTRODUGAO GERAL

Com o crescimento da populagdo mundial, espera-se uma maior demanda por
alimentos e bioenergia que devera ser compensada pelo aumento da producéao e
produtividade agricola. Atualmente, o Brasil ja ocupa um importante papel mundial
na producado e comércio de “‘commodities agricolas”, que se expande a cada ano
pela adogcdo de novas tecnologias e aumento no consumo de iNnsumos quimicos.
Dentre as principais culturas agricolas brasileiras, a cana-de-agucar (Saccharum spp
L) é uma das mais importantes, posicionando o Brasil atualmente como o seu maior
produtor mundial. De acordo com o levantamento do Instituto Brasileiro de Geografia
e Estatistica (IBGE, 2014) a produgcdo estimada para a safra de 2014 é de
aproximadamente 737 milhées de toneladas. Segundo o levantamento da
Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB 2014), a area cultivada com cana-
de-agucar, que sera colhida e destinada a atividade sucroalcooleira na safra
2014/15, serd de aproximadamente 9.130,1 mil hectares, sendo a producdo de
acucar estimada em 39,46 milhdes de toneladas, 4,17% maior que a producao da
safra anterior, enquanto que a producdo de etanol estd estimada em 28,37 bilhGes
de litros. Para que fossem obtidos os niveis de produgéo atuais, estima-se que no
ano de 2013, foram usadas 31 milhdes toneladas de fertilizantes, e destes, 21,6
milhdes toneladas foram importadas (ASSOCIACAO NACIONAL PARA A DIFUSAO
DE ADUBOS E CORRETIVOS — ANDA, 2014)

Considerando apenas os fertilizantes nitrogenados, a demanda aumentou 25%
em relagdo a safra de 2012. Atualmente, 70% dos fertilizantes nitrogenados sao
importados de outros paises, principalmente da Russia e China, o que acarreta na
oneracao da balanca comercial e elevacédo dos custos de producéo. Ainda de acordo
com a ANDA (2014), a importagao de fertilizantes deve aumentar em 15% no ano de
2014.

A aplicacdo de N em cana-de-agucar cultivada no Brasil € relativamente baixa
quando comparada aos niveis usados em outros paises produtores de cana,
chegando a representar apenas 1/3 do N aplicado. Apesar disso, ainda existem
incertezas na recomendacao de adubacdo nitrogenada devido a falta de métodos
para o diagnostico da disponibilidade de N com base em analises de solo no Brasil
(RAIJ et al., 1996), o que pode levar a estimativas errbneas de recomendacéao de N.
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O uso excessivo e indiscriminado de fertilizantes nitrogenados pode trazer
inimeros prejuizos ao meio ambiente, contaminando aguas subterrdneas ou mesmo
gerando gases de efeito estufa, como o oxido nitroso (N>O) em condicdes redutoras.

O nitrogénio € um nutriente absorvido em grandes quantidades pela cana-de-
acucar. A maior parte do N absorvido pela planta é proveniente do solo, devido ao
seu ciclo longo e sistema radicular abundante. As doses de fertilizante nitrogenado
aplicadas nas areas de cana-de-aglicar no Brasil sdo, em média, de 40 kg ha™ de N
na cana-planta e 80 kg ha” de N nas soqueiras (NUNES JUNIOR et al., 2005),
porém, estudos apontam um baixo aproveitamento do N aplicado via fertilizante
(BALASUBRAMANIAN et al.,, 2004), chegando ao maximo de 40% de
aproveitamento na cana-planta e 70% na soqueira (FRANCO et al., 2011). Dessa
maneira, € possivel que a cana obtenha grande parte do N necessario para seu
desenvolvimento de outras fontes que nao sejam os fertilizantes sintéticos.

Uma alternativa sustentavel e pouco explorada ao uso de fertilizantes
nitrogenados sintéticos é a utilizacdo de biofertilizantes contendo culturas puras ou
misturadas de bactérias diazotréficas. Entretanto, diferentemente da utilizacdo bem
sucedida de bactérias do género Rhizobium no processo de fixacao biolégica de
nitrogénio (FBN) em associagdo com espécies da familia das Fabaceas, a
inoculagdo de bactérias diazotréficas endofiticas ou de vida livre em gramineas
ainda nao atingiu o mesmo nivel de eficiéncia no fornecimento de N. Uma das
limitagbes do uso de diazotroficos endofiticos como inoculantes, além da baixa
eficiéncia de algumas bactérias, é a necessidade de uma grande especificidade na
interacdo bactéria/planta, impedindo a ativagdo de mecanismos de defesa vegetal e
permitindo a colonizacao dos tecidos vegetais internos. Assim sendo, é possivel que
micro-organismos diazotroficos epifiticos possam apresentar maior vantagem
adaptativa devido a menor especificidade em sua relagdo com a planta, de forma
que o processo de FBN seja mais eficiente, principalmente em gramineas como a
cana-de-aglcar, que nao apresentam simbiose com as bactérias fixadoras de N
como no caso das leguminosas. Além disso, a otimizacdo das formas de aplicacao
de inoculantes e maximizagcdo da sobrevivéncia dos indculos ainda sdo objetos de
estudos.

Dessa maneira, a busca por micro-organismos mais eficientes e a possibilidade
de prospecgdo de isolados microbianos levou ao interesse da exploragédo do

isolamento e reinoculagdo de micro-organismos alvos em ensaios experimentais de
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selecao de estirpes (OLIVARES, 2009). Em ecossistemas naturais, como por
exemplo, a Mata Atlantica, a exuberancia da floresta é mantida principalmente pelo
processo de fixacao bioldgica de N realizado pelos micro-organismos diazotréficos
de vida livre ou simbidticos, que também s&o responsaveis por grande parte da
ciclagem dos nutrientes no solo. Segundo dados reportados por Gomez (2012),
foram observados baixos valores de 815N (<2,0%0) em folhas de Merostachys neesii
da Mata Atlantica, o que sugere o que grande parte do aporte do N nas folhas dessa
espécie vegetal é via FBN.

O Brasil é um dos paises com a maior diversidade de espécies de plantas e
animais do planeta e possui uma das mais importantes florestas tropicais do mundo,
sendo natural que essa riqueza seja explorada para a obtencdo de bioprodutos e
processos microbianos que possam ser usados para aumentar a sustentabilidade
dos sistemas agricolas atuais e garantir o aumento da producao e produtividade no
futuro.

Este trabalho teve como objetivo a busca por novas bactérias diazotréficas da
filosfera de Bambu (Merostachys neesii), para que possam ser usadas como

biofertilizante na agricultura brasileira.

1.1 Hipotese

Bactérias diazotréficas isoladas da filosfera de gramineas em florestas naturais
possuem elevado potencial de fixagdo biolégica de nitrogénio e podem interagir com

a cana-de-agucar, promovendo seu crescimento.

1.2 Objetivos

e Isolar, caracterizar e identificar bactérias diazotréficas que colonizam folhas e
liteira de bambu (Merostachys neesii) com elevado potencial para fixar
nitrogénio, por meio de plaqueamento em meios de cultura especificos isento de
N;

e Avaliar o potencial das bactérias isoladas na producdo de AIlA, sideroforos,
quitinase, ACC desaminase e solubilizacdo de fosfato, por meio de andlises
bioquimicas in vitro;
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e Avaliar a eficiéncia agronémica de biofertilizantes produzidos com as bactérias
diazotroficas epifiticas isoladas e diferentes modos de aplicagdo, em
comparagdo com fertilizantes nitrogenados sollveis, e avaliar a dinamica da

populacao bacteriana inoculada ao longo do tempo.
1.3 Revisao Bibliografica

1.3.1 Fixacao Bioldgica de Nitrogénio

A Fixacao Biolégica de Nitrogénio (FBN) € um dos processos naturais mais
importantes do planeta, assim como a fotossintese. A maior parte do nitrogénio
fixado no ambiente terrestre é originada da FBN. Esse processo € intermediado por
micro-organismos que reduzem o nitrogénio atmosférico (N2) a aménia (NHs), por
meio do complexo enzimatico nitrogenase, segundo a reacao:

Nitrogenase

N, + 8H* + 8¢~ + 16ATP ———— 2NH; + H, + 16ADP + 16Pi

As bactérias que realizam esse processo sao chamadas de diazotréficas, e séo
as principais fontes naturais de N dos solos agricolas. Os micro-organismos
diazotréficos sdo capazes de crescer em ambientes isento de nitrogénio combinado
(DIXON; KAHN, 2004), utilizando como fonte de nitrogénio a forma gasosa (N2), a
qual é reduzida a amoénia e assimilada na forma de aminoacidos pelas plantas.

Algumas bactérias diazotréficas podem formar simbiose com as plantas
hospedeiras, resultando na formacao de nddulos nas raizes, ou podem sobreviver
livremente no solo e colonizar a rizosfera, ou o interior e superficie das plantas
(EVANS; BURRIS, 1992). Dentre os micro-organismos diazotroficos, os de vida livre
sdo 0s mais abundantes e foram os primeiros a serem reconhecidos. No Brasil,
trabalhos pioneiros realizados pela Dra. Johanna Ddébereiner, resultaram no
isolamento das espécies Beijerinkia fluminensis e Beijerinkia indica da rizosfera de
cana-de-actcar cultivadas em solos tropicais (DOBEREINER; RUSCHEL, 1958:;
BURRIS, 1975).

O processo quimico de reducao do nitrogénio atmosférico requer elevado gasto
de energia, além de utilizar altas pressdées e temperaturas para o rompimento da
ligacdo tripla covalente entre os dois a&tomos de N. Industrialmente, a redugao do
nitrogénio a aménia consome energia derivada de fontes ndo renovaveis, como o
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petroleo (SPRENT; SPRENT, 1990), processo este conhecido como Haber-Bosch
(MARIN et al., 2010). Nos diazotréficos, a capacidade de fixar nitrogénio, seja em
associagao ou ndo com as plantas, esta ligada a presenca e atividade do complexo
enzimatico conhecido como nitrogenase, que tem como centro funcional a
combinacao das proteinas codificadas pelos genes nifDKH. O complexo nitrogenase
€ capaz de promover a mesma reacado de rompimento da tripla ligacao dos atomos
de N a temperatura ambiente e pressdo normal, utilizando energia proveniente de
processos foto ou quimiossintéticos ou obtida a partir do metabolismo de
carboidratos (fermentacao ou respiracao) na forma de ATP (ZEHR et al., 2003).

A regulacao da nitrogenase e sua estrutura sao determinadas por um conjunto
de genes, chamados de genes nif (“nitrogen fixation”) identificados primeiramente
em Klebsiella pneumoniae (STREICHER et al., 1972; DIXON; POSTGATE, 1972;
CANNON et al., 1976).

O complexo nitrogenase € composto de duas proteinas: uma Fe-proteina e
uma MoFe-proteina. A primeira é codificada pelo gene nifH, e a subunidade a e B da
MoFe-proteina sdo codificadas pelos genes nifDK (TEIXEIRA, 1997). As Fe-
proteinas sdo dimeros de subunidades idénticas com peso molecular variando entre
57 a 72 kDa, sendo que todas contém um agrupamento 4Fe-4S (responsaveis pelo
carater redutor da Fe-proteina), por dimero. As duas subunidades da Fe-proteina
sédo relacionadas entre si por um eixo de simetria bilateral que atravessa o
agrupamento 4Fe-4S. J& a MoFe-proteina é um tetrdmero com peso molecular
médio de 220 kDa. Além das proteinas estruturais, o complexo da nitrogenase
requer a presenca de centros metalicos, os agrupamentos 4Fe-4S, os agrupamentos
P e o cofator de Fe e Mo (FeMoCo) que participam da transferéncia de elétrons e da
arquitetura do sitio ativo da MoFe-proteina, respectivamente.

Durante a reducao do N», uma terceira molécula transportadora de elétrons é
utilizada, a ferridoxina. Ela transfere um elétron para a unidade Fe-proteina da
nitrogenase, que sera reduzida e doa o elétron recebido para a MoFe-proteina. Apds
acumular oito elétrons, ela entdo fard a redugdo do N atmosférico a amdnia. A
amonia (NHs") em contato com o substrato aquoso do citoplasma das bactérias é
convertida rapidamente a amonio (NH4*). O aménio por sua vez inibe a fixagdo do N,
tendo que ser transportado para fora da célula bacteriana. Como o amdnio também
é prejudicial para as células vegetais, ele & rapidamente assimilado sob a forma de
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glutamina, por meio da enzima glutamina sintetase, a qual sera utilizada pelas
plantas para sintese de aminoacidos (CARDOSO et al., 1992).

A enzima nitrogenase € extremamente versatil, pois, aléem de reduzir o N2 a
aménia, também é capaz de reduzir outros substratos, como o acetileno (C2Hy) para
etileno (C2H4). A atividade de reducgao do acetileno (ARA) € uma técnica de grande
importancia nos estudos dos micro-organismos diazotréficos. A técnica utiliza
cromatografia gasosa para medir o etileno, por ser bastante sensivel, rapida, de
baixo custo e de facil condugéo. Ela tem sido utilizada em estudos qualitativos para
detectar a presenca da enzima e, consequentemente, identificar micro-organismos
diazotréficos no ambiente (DILWORTH, 1966; HARDY et al., 1968; BURRIS, 1972;
MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Ueda e colaboradores (1995) destacam que o gene nifH € um dos genes mais
antigos e funcionais existentes na histéria da evolucdo genética de micro-
organismos diazotréficos. Esse gene evoluiu de forma semelhante ao gene rRNA
16S, podendo ser usado também como marcador molecular (YOUNG, 1992).
Analisando a diversidade de bactérias diazotréficas em diferentes localidades do Rio
Grande do Sul com base nas sequéncias do gene nifH, Roesh e colaboradores
(2007) detectaram grande diversidade de espécies nao descritas, além de espécies
ja conhecidas, como Bradyrhizobium e Sinorhizobium. Bactérias pertencentes aos
géneros Enterobacter e Serratia foram isoladas do rizoplano de Lupinus albescens e
caracterizadas também quanto a presenca do gene nifH, confirmando seu carater
diazotréfico.

Diversos fatores podem regular o potencial de fixacao de nitrogénio dos micro-
organismos diazotréficos € 0 mesmo pode ocorrer em trés niveis: ao nivel de
transcricdo, pds-traducdo e compartimentalizacdo. O mecanismo de regulagdo ao
nivel de transcricdo é dependente do produto do gene nifA. O gene nifA codifica
para uma proteina capaz de identificar regides promotoras a 5’ de outros genes nif
permitindo entdo a acdo da RNA polimerase acoplada a um fator sigma alternativo, o
qual tem sido encontrado na literatura com diferentes nomenclaturas tal como o™,
o>*, RpoN ou NtrA (BUCHANAN-WOLLASTON et al., 1981; TAYLOR et al., 1996;
TEIXEIRA, 1997b). A regulacdo da FBN em Acetobacter diazotrophicus foi verificada
por meio de estudos de inibicdo da atividade dessa enzima em presenca de diversas
fontes de nitrogénio (STEPHAN et al., 1991).



20

Como exemplo da regulacdo po6s-traducional, pode-se citar a sensibilidade da
enzima nitrogenase a niveis de oxigénio e aménio. A enzima nitrogenase €
altamente sensivel a elevados niveis de oxigénio, fazendo com que o0s micro-
organismos criem mecanismos de defesa contra o mesmo. Em leguminosas, por
exemplo, além do cortex do n6dulo ser uma barreira contra a entrada de oxigénio, as
leghemoglobinas atuam sequestrando o oxigénio presente no meio, diminuindo
ainda mais suas concentracées (DIXON, 2000). No caso das bactérias diazotroficas
de vida livre, a presenca de amdnia é mais determinante na expressdo da
nitrogenase do que em bactérias simbioticas (HALBLEIB; LUDDEN, 2000). Dessa
forma, a regulacao da expressao dos genes nif em altas concentragoes de oxigénio
e amonia (inibitérias da atividade da nitrogenase) € essencial para a eficiéncia desse
processo de fixacdo de N. Em espécies do género Azospirillum ou Azotobacter a
adicdo de pequenas quantidades de nitrogénio gera uma reducédo drastica na
atividade da nitrogenase, jA em outros géneros o mesmo nao foi observado
(RUDNICK et al., 1997).

1.3.2 Micro-organismos diazotréficos

O levantamento de bactérias diazotroficas tem mostrado a ocorréncia de uma
grande diversidade desses micro-organismos associados a diversas espécies
vegetais, além do solo e dos sistemas aquaticos.

A FBN dentro dos nédulos de plantas vasculares é realizada por dois grupos de
bactérias simbioticas, os rizébios que pertencem a classe Alphaproteobacteria
(ordem  Rhizobiales, géneros Allorhizobium, Azorhizobium, Bradyrhizobium,
Mesorhizobium, Rhizobium e Sinorhizobium) (YOUNG, 1996), ou as Franquias que
se associam com uma ampla variedade de espécies de oito familias de plantas
(HUSS-DANELL, 1997; VESSEY et al., 2004). Esse grupo de bactérias é
provavelmente responsavel pela maior parte de fluxo de nitrogénio fixado
biologicamente (KAHINDI et al., 1997).

Outro importante grupo de bactérias diazotroficas sdo as cianobactérias, que
sdo micro-organismos fototréficos aerdbicos encontrados em associagdo com
inUmeras espécies de plantas, fungos e algas (MEEKS; ELHAI, 2002). J& bactérias
diazotréficas de vida livre podem colonizar tanto a rizosfera, filosfera ou mesmo o

interior das plantas sem a formagéo de estrutura diferenciada, utilizando o N fixado
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para o proprio consumo além de disponibilizar grande parte ao meio ambiente
(ELMERICH; NEWTON, 2007; DOBEREINER, 1992; BALDANI; BALDANI 2005).

Essa grande diversidade de bactérias diazotréficas garante ndo so a resiliéncia
do processo que realizam em diferentes ecossistemas, como também a ocorréncia
deste processo nos mais diferentes habitats (MOREIRA, SIQUEIRA, 2006). Dessa
forma, espécies diazotroficas ja foram isoladas das mais diferentes plantas como
gramineas forrageiras (MAGALHAES; DOBEREINER, 1984; DOBEREINER, 1992;
BALDANI et al., 1997; FERNANDES et al., 2001; SALA et al., 2005), batata doce
(REIS et al., 2000), palmeiras (PERIN et al., 2006), cana-de-acucar (REIS et al.,
2000), entre outas.

Historicamente, varios diazotréficos de vida livre tém sido amplamente
utilizados como organismos modelos para estudos da interacdo planta-bactéria.
Clostridium pasteurianum, Azotobacter vinelandii e Azotobacter chroococcum foram
utilizados para o isolamento e caracterizacdo do complexo enzimatico nitrogenase
(DOBEREINER et al., 1995). As espécies Klebsiella pneumoniae, A. vinelandii, A.
chroococcum e Anabaena até hoje sao utilizadas como organismos modelo para os
estudos de genética e bioquimica da FBN (HASELKORN et al., 1985).

Os primeiros diazotréficos de vida livre identificados, Beijerinkia fluminensis e
Beijerinkia indica, foram isolados da superficie da cana-de-actcar (DOBEREINER,
RUSCHEL, 1958). Ja entre os diazotréficos associativos, destacam-se o0s
Azospirillum spp. por sua ampla distribuicdo geografica e capacidade de colonizar
plantas em diversos habitats (BALDANI et al., 1997). As bactérias diazotréficas de
vida livre (Azotobacter chroococcum, Beijerinckia fluminensis, Azotobacter paspall,
Derxia spp., Paenibacillus azotofixans) colonizam todos os tipos de solo, rizosfera,
filosfera, ambientes aquaticos e o trato intestinal de animais (KASS et al., 1971;
DOBEREINER; RUSCHEL, 1958; DOBEREINER et al., 1972; ROSADO et al.,
1998).

Um dos habitats de varios grupos de micro-organismos diazotréficos de vida
livre que tem despertado interesse para muitas pesquisas € a superficie das plantas,
ou filosfera. Alguns trabalhos relatam a existéncia de bactérias diazotréficas na
filosfera, com elevada capacidade de fixar N atmosférico (DOBEREINER, 1992;
BALDANI et al., 1997; SALA et al., 2005; FURNKRANZ, et al., 2008). A filosfera

mesmo sendo um ambiente extremo e com certa limitagdo nutricional pode abrigar
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uma grande quantidade e diversidade de bactérias (LINDOW; BRANDL, 20083;
LAMBAIS et al., 2006).

Os fatores que determinam a diversidade e densidade dos micro-organismos
na filosfera, e os processos que os selecionam tem sido estudados nos ultimos
anos. Ao comparar a comunidade bacteriana de diferentes plantas da Mata
Atlantica, por meio de técnicas moleculares, foi constatado que a filosfera de cada
uma delas pode abrigar uma comunidade bacteriana unica, variando entre 95 e 671
espécies de bactérias por comunidade (LAMBAIS et al., 2006). Levantamento da
diversidade de bactérias na filosfera de Euterpe edulis e Guapira opposita na
restinga da Mata Atlantica, por meio do sequenciamento em larga escala do gene
rBNA 16S indicou a presenca predominante de bactérias dos géneros Rhodophila,
Beijerinckia, Methylobacterium, Sphingomonas e Methylovirgula, Pseudomonas,
Derxia e Burkholderia (BERDUGO, 2012). Em floresta de Montana da Mata Atlantica
uma grande diversidade de potenciais bacterias diazotréficas foi detectada na
filosfera de Merostachys neesii (bambu) (GOMEZ, 2012), a qual mostrou alta
atividade de fixacao biolégica de N,. Lambais e colaboradores (2014) recentemente
ampliaram ainda mais as estimativas da diversidade da comunidade microbiana
associadas a espécies vegetais na Mata Atlantica. Usando a combinacdo das
técnicas de PCR-DGGE e sequenciamento de clones de bibliotecas do gene rRNA
16S e considerando a presenca de 20.000 espécies de plantas vasculares na Mata
Atlantica (MYERS et al., 2000), os autores estimaram um numero de espécies de
bactérias associadas a filosfera, cascas e raizes variando entre 72 e 1.400 milhdes
de espécies microbianas.

Na tentativa de se estimar a diversidade de espécies bacterianas no solo da
Mata Atlantica, Bruce e colaboradores (2010) mostraram que este ambiente pode
abrigar entre 263 a 446 espécies bacterianas por grama de solo. Além disso,
estudos apontam que o tipo de vegetacdo, composicdo quimica e propriedades
fisicas dos diferentes solos encontrados na Mata Atlantica influenciam na estrutura
da comunidade microbiana (SANTOS et al.,, 2014). Dessa forma, é possivel que
exista uma grande quantidade de bactérias com potencial biotecnolégico nesse
ambiente, e muito provavelmente 0os mesmos estejam envolvidos nos ciclos
biogeoquimicos de varios nutrientes, inclusive do N.

Apesar dessa grande diversidade de bactérias na filosfera, observada nos
trabalhos citados, a maioria dos estudos caracteriza a comunidade microbiana por
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meio de técnicas moleculares independente de cultivo. Sdo escassos 0s
levantamentos realizados sobre as comunidades microbianas diazotroficas na
filosfera de espécies da Mata Atlantica caracterizadas por meio de técnicas de
isolamento e cultivo em meio de cultura especifico. Em um desses trabalhos,
Andreote (2013) isolou da filosfera de Guapira opposita, Euterpe edulis e M neesii da
Mata Atlantica grande quantidade de cianobactérias a qual foram também
caracterizadas com relacao a presenca do gene nifH.

Como visto, sdo poucos os estudos focados no isolamento de bactérias
diazotréficas da filosfera e, além disso, com a finalidade de desenvolver inoculantes

com potencial para utilizacdo na agricultura ainda nao foram relatados.
1.3.3 Contribuicao dos micro-organismos para os ecossistemas

Estima-se que a taxa de FBN por processos naturais nos ecossistemas
terrestres seja de 128 Tg N ano™. Essa atividade é suficiente para suprir 15% das
necessidades de nitrogénio de todos os tipos de biomas (GALLOWAY et al., 2004),
conferindo uma enorme importancia na manutengédo da vida na terra. Furnkranz e
colaboradores (2008), por meio do sequenciamento dos genes rRNA 16S e nifH,
encontraram uma grande diversidade de bactérias fixadoras de nitrogénio,
principalmente cianobactérias, colonizando a filosfera de plantas superiores em uma
floresta tropical na Costa Rica. Neste estudo foi verificada que a contribuicdo da
FBN no aporte de N nesse ecossistema varia em fungao das condicdes ambientais e
da planta hospedeira avaliada.

A dinamica do N em solos das florestas difere da dindmica em solos agricolas,
e consequentemente, a contribuicdo da FBN nesses diferentes ecossistemas
também sera diferenciada. Florestas tropicais Umidas apresentam elevadas taxas de
mineralizacdo de matéria organica, devido a alta atividade de micro-organismos, a
maioria deles aerdbios (SPACCINI et al., 2002). No entanto, a disponibilidade de N
nos solos das florestas é controlada por fatores quimicos, fisicos e biolégicos
(CANTARELLA, 2007). Além disso, elevadas taxas de lixiviagdo de N também
podem ser observadas em solos das florestas tropicais (MARTINELLI et al., 1999).
Porém, em sistemas naturais em equilibrio, como no caso das florestas tropicais, as
modificacdes da dinamica do N ndo sdo perceptiveis, devido ao equilibrio dindmico
entre adi¢coes e perdas existentes.
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Em florestas tropicais na Costa Rica, Freiberg (1998) observou as taxas de
FBN na filosfera variando de 2 a 5 kg N ha™' ano™, com papel importante na ciclagem
de N. Estudos envolvendo a entrada de N via FBN por micro-organismos de vida
livre em florestas tropicais de Porto Rico sugerem que a taxa anual de fixacdo de N
seria em torno de 3 e 12 kg de N ha™' em floresta em altitude baixa, e entre 1 e 8 kg
de N ha' em floresta de altitude elevada, indicando um importante papel dos
diazotréficos de vida livre no aporte de N nestas florestas (CUSACK et al., 2009).

Em um recente estudo, Sullivan e colaboradores (2014) destacaram a grande
dificuldade de se estimar a verdadeira contribuicdo da FBN em florestas tropicais,
mesmo porque os resultados apresentados até entdo sdo baseados em dados
empiricos. Sendo assim, 0s autores estimaram que as taxas globais de FBN em
florestas sdo na verdade cinco vezes menores do que as taxas anteriormente
publicadas, pois estariam em torno de 1,2 kg N h™ ano™ em florestas primarias e
entre 6,2 e 14,4 kg N ha"'ano™" em florestas secundarias. Anteriormente, Reed e
colaboradores (2011) tinham estimado as taxas de FBN 10 vezes maiores,
chegando a 11,7 kg N ha™'ano™. Apesar da grande divergéncia sobre a real taxa de
FBN em florestas, em ambos fica claro que os diazotroficos de vida livre
apresentaram maiores taxas de FBN do que os simbiéticos (SULLIVAN et al., 2014).

Na Mata Atlantica foi observado que seus solos e aguas possuem uma
quantidade de N extremamente baixa (JOLY; MARTINELLI, 2008). Até entdo ndo se
tinha informacao de como uma floresta tdo pobre em N poderia apresentar tamanha
exuberancia e diversidade biolégica. Por meio da técnica de reducao de acetileno
(ARA) Gomez (2012) observou que parte do nitrogénio da Mata Atlantica era
derivada do processo de FBN, tanto no solo proximo as raizes (rizosfera), quanto em
cascas, folhas e liteira de Euterpe edulis (Palmito jucara) Guapira opposita (Louro-
branco) e Merostachys neesii (Bambu), a qual poderia contribuir com
aproximadamente 30 kg N fixado ha™ ano™, principalmente nas folhas e liteira de M.
neesii.

Em solos agricolas, a contribuicdo da FBN por diazotroficos de vida livre ndo é
tao significativa quanto a contribuicao dos simbiontes. Entretanto, se for considerada
a grande extensado de terras recobertas por gramineas e cereais, esta se torna
importante, em termos globais (MOREIRA et al., 2010). Tanto para a cultura da

cana-de-agucar como para milho, trigo, arroz, sorgo e plantas forrageiras, a
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contribuicdo da FBN por micro-organismos de vida livre ja foi relatada e as mesmas
podem contribuir de forma significativa para o desenvolvimento das plantas.

Algumas bactérias diazotroficas encontradas na filosfera sdo conhecidas como
bactérias promotoras de crescimento vegetal (PGPB-plant growth promoting
bactéria) (KLOEPPER; SCHROTH; 1992), e podem favorecer o crescimento das
plantas por meio de diversos mecanismos de acao além da FBN (MELO, 1995). Um
dos mecanismos de acao direta das bactérias promotoras de crescimento de plantas
é a capacidade de sintetizar fitohorm6nios e seus analogos, tais como auxinas,
giberelinas e citocininas (MELO, 1998).

Além da produgdo de fitormdnios, os micro-organismos também podem
promover o crescimento vegetal através da solubilizacdo de nutrientes pouco
disponiveis para as plantas, como o fosforo (P), por exemplo. O P é um dos
nutrientes mais limitantes ao crescimento das plantas terrestres, ficando atras
apenas do N. Apesar dos solos possuirem grandes reservas desse elemento,
apenas uma pequena quantidade se encontra disponivel as plantas. Bactérias
solubilizadoras de fosfato facilitam a conversao das formas inorganicas de P pouco
soluveis e do P da matéria organica do solo tornando-as disponiveis para absorcéao
radicular, por meio de mecanismos como a secrecdo de acidos organicos e
fosfatases. O uso de micro-organismos solubilizadores de fosfato tem sido sugerido
como uma alternativa para substituir ou diminuir o uso de fertilizantes fosfatados
soluveis, reduzindo as perdas de P pelo processo de fixacdo no solo e mantendo de
forma mais eficiente, sua disponibilidade para o crescimento de plantas (VESSEY,
2003).

O etileno é uma molécula que regula o crescimento vegetal estando em baixas
concentragdes, porém sua producdo pode ser aumentada em condi¢gdes de
estresse. A enzima 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) encontrada em muitos
micro-organismos promotores de crescimento pode promover uma protecao
significativa das plantas contra niveis elevados de etileno (GLICK, 2012). Essa
enzima pode decompor a molécula de ACC, que é percursos da sintese do etileno,
modulando assim os niveis de etileno nas plantas. Pesquisas conduzidas por
Shaharoona e colaboradores (2006) sugerem uma correlagcdo positiva entre a
producéo de ACC pelas bactérias promotoras de crescimento e o alongamento das
raizes, indicando a caracterizagdo do ACC como importante mecanismo para
selecao de bactérias para producao de biofertilizantes.
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Outro mecanismo indireto de promocao do crescimento de plantas, realizados
pelos micro-organismos, é a producdo de compostos antimicrobianos. A producéo
de quitinases, considerada uma proteina relacionada a patogénese (PR), por
bactérias, € um exemplo deste mecanismo. As quitinases possuem atividade
antifngica, devido fundamentalmente a sua acédo sobre as paredes celulares de
alguns fungos (VAN LOON; VAN STRIEN, 1999; STINTZI et al., 1993).

1.3.4 Potencial do uso de diazotréficos na agricultura

Em associacdo com leguminosas, a FBN sempre despertou grande interesse
dos pesquisadores devido a sua grande eficiéncia e importancia para agricultura.
Porém, com o passar dos anos, outras relagbes entre diazotréficos e espécies
vegetais foram ganhando destaque no meio cientifico. Estudos sobre associagao de
bactérias diazotréficas com gramineas e cereais se iniciaram na década de 1960.
Nestas plantas, ndo ocorre a formacado de nddulos, mas sim a colonizagdo da
superficie e/ou interior das raizes e folhas por bactérias do solo que fixam nitrogénio
do ar e disponibilizam as plantas. A selecao de bactérias de vida livre ou endofiticas
para elaboracdo de inoculantes ainda nao apresentou resultados tdo satisfatérios
quanto a selecao de micro-organismos que realizam simbiose em leguminosas.

Os estudos sobre quantificacdo da FBN associada a cana-de-agucar, milho e
outras gramineas comecaram no inicio dos anos 70, aplicando-se técnicas de
reducdo de acetileno (medida da atividade da enzima nitrogenase) em raizes de
cana-de-actcar (DOBEREINER et al., 1972), uso de "°N (RUSCHEL et al., 1975),
diluicao isotépica de >N (FREITAS et al., 1984; URQUIAGA et al., 1992), balanco de
N total (BODDEY; URQUIAGA,1992) e abundancia natural de >N (YONEYAMA et
al., 1997; RESENDE, 2000; BODDEY et al., 2001).

Um dos pioneiros e relevantes trabalhos sobre a contribuicado da FBN para
gramineas foi realizado por Urquiaga e colaboradores (1992) em que os autores
descobriram por meio de técnicas isotdpicas de '°N que algumas variedades de
cana-de-agucar poderiam obter cerca de 60% do N necessario para seu
desenvolvimento por meio da associacao com bactérias endofiticas.

A FBN em cana-de-acucar sempre despertou grande interesse entre 0s
pesquisadores, sobretudo depois da descoberta de inUmeras bactérias diazotréficas
(Azospirillum lipoferum, A. brasilense, A. halopraeferans, A. irakense, Herbaspirillum
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seropedicae, H. rubrosubalbicans e Gluconacetobacter diazotrophicus) (BODDEY et
al., 1995; CAVALCANTE; DOBEREINER, 1988; DOBEREINER; PEDROSA, 1987;
GILLIS et al., 1989; REINHOLD et al., 1987; OLIVARES et al.,1996) colonizando
tanto o interior das plantas quando a filosfera e rizosfera da cana-de-agucar.

Utilizando a técnica de diluicdo isotépica de '°N, Boddey e colaboradores
(2001) verificaram que de 25 a 60% do N assimilado pela planta de cana era
proveniente da FBN. Por meio da mesma técnica, Polidoro e colaboradores (2002)
mostraram uma contribuicdo da FBN no total de N assimilado pela cana-de-agucar
variando entre zero a 70%.

A inoculacdo pode ser realizada com uma bactéria ou consércios bacteriano.
Oliveira e colaboradores em 2002 demonstraram a inoculacdo de consércios
bacterianos, porém, os autores mostraram nao haver aumento maior que 30% na
concentracao de N, sugerindo que novos estudos deveriam ser realizados para que
se pudesse melhor explorar o potencial das bactérias diazotroficas para culturas
agricolas (OLIVEIRA et al., 2002). Uma das possiveis causas dessa baixa eficiéncia
foi reportada em estudos utilizando a técnica de hibridizagdo fluorescente in vitro
(FISH), em que foi observada a ocorréncia de grupos especificos de bactérias
diazotréficas colonizando a cana-de-acucar, ocorrendo dessa forma uma competicao
entre as bactérias nativas e as inoculadas, levando a uma menor eficiéncia do
processo de FBN (OLIVEIRA et al., 2009).

Possivelmente, a principal causa da baixa eficiéncia da FBN por micro-
organismos endofiticos em gramineas esteja relacionada com a baixa persisténcia
de determinados grupos de micro-organismos no interior da planta. Lambais (2001)
relatou que a presenga das bactérias diazotréficas endofiticas Gluconacetobacter
diazotrophicus ou Herbaspirillum rubrisubalbicans em cana-de-acucar induziu a
expressao de genes relacionados ao sistema de defesa vegetal. Essa inducéao pode
ser observada por meio da super-expressao de genes que codificam proteinas
relacionadas a defesa como quitinases, B-1,3-glucanases, fenilalanina aménia
liases (PAL), chalcona sintases, chalcona isomerases, isoflavona redutases,
glicoproteinas, peroxidases, catalases, superéxido dismutases, fatores de
transcricao similares a WRKY e proteinas envolvidas no controle da morte celular
programada.

Mesmo com 0s inumeros avangos nos estudos genéticos, pouco ou nenhum

sucesso foi obtido na inducdo de uma interacdo mais especifica entre bactérias
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diazotréficas com gramineas (SAIKIA; JAIN, 2007). Sabe-se que, dependendo da
interagcdo planta-micro-organismo, 0s micro-organismos podem ser reconhecidos
como intrusos nao-benéficos nos tecidos vegetais (host non-self recognition) e
serem eliminados pelo sistema de defesa vegetal (KOGEL, 2006). Por outro lado,
alguns micro-organismos podem ter outros tipos de interagdo com as plantas e
usarem mecanismos diversos para neutralizar o sistema de defesa vegetal. Desse
modo, é possivel que micro-organismos diazotréficos epifiticos possam apresentar
maior vantagem adaptativa em relagdo aos endofiticos, e interagir
mutualisticamente com a planta, de forma que o processo de FBN seja mais
eficiente. Da mesma maneira, alguns micro-organismos epifiticos podem ter maior
capacidade de sobrevivéncia e propagacao, em relagdo aos endofiticos, ja que se
estabelecem na superficie das plantas e podem néo ser reconhecidos de imediato
pelo sistema de defesa vegetal (JAMES et al., 2002).

Como visto, os resultados de pesquisas focadas na inoculacéao de diazotréficos
em gramineas sao muito controversos, principalmente com relagcao as condigdes de
campo. Assim, o aumento da eficiéncia da FBN em gramineas é um desafio, e a
interacao planta-bactéria deve ser mais bem explorada (OLIVEIRA et al., 2003).

As pesquisas envolvendo a inoculacao de bactérias diazotroficas de vida livre
ou endofiticas ndo estao direcionadas apenas em cana-de-acucar, mas também em
outras gramineas importantes para a agricultura e pecuaria. Boddey e colaboradores
(1993), avaliando a contribuicdo da FBN para Paspalum notatum cv. Batatais
(grama-batatais) verificaram que a planta obteve aproximadamente 10% de seu N
através da FBN. Em diferentes gendtipos de Pennisetum purpureum, (capim-
elefante) Morais e colaboradores (2011), usando técnicas isotopicas, relataram que
18 a 70% do N acumulado seria derivado da FBN. Em milho, trabalhos também
foram desenvolvidos para verificar a existéncia de bactérias fixadoras de N. Os
resultados mostram a existéncia de uma grande diversidade de bactérias
diazotréficas endofiticas com alto potencial em fixar N, e essa comunidade é
fortemente influenciada pelas condigcbes edafoclimaticas como temperatura e
precipitacdo (ROESCH et al., 2007).

Em sorgo (Sorghum bicolor), a inoculacdo de Azospirillum brasilense e
Azotobacter chroococcum aumentaram a producao de graos em 6,2% em relacéao a
plantas que nao receberam a inoculacéo (TILAK et al.,1981). Por meio da técnica de

isdtopos marcados com '°N, Stein e colaboradores (1997) mensuraram que o
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acumulo de N na parte aérea e raiz de sorgo devido a inoculagdo de Azoarcus sp. foi
de 10,7% e 2% respectivamente, atribuidos somente a FBN.

A inoculacao de Azospirillum também foi testada em plantas de trigo, sendo que
foi observado um aumento significativo de raizes devido possivelmente a producao
de fitorménios, principalmente auxinas, produzidos pelas bactérias. Dessa forma,
mesmo nao observando um incremento em rendimento de graos, foi verificado um
melhor aproveitamento do fertilizante, principalmente nas fases iniciais da cultura,
devido ao maior desenvolvimento radicular (DIDONET et al., 2000).

Esta claro que existe uma nitida contribuicdo da FBN para inUmeras culturas de
interesse agricola. Porém, mesmo com o grande esforco empregado neste tipo de
pesquisa, algumas variedades de cana-de-agucar ndo respondem de maneira
produtiva a inoculagdo com bactérias diazotréficas e necessitam de doses altas de
adubacao com fertilizantes nitrogenados solluveis, aumentando assim o custo de
producdo da cultura. Normalmente, a eficiéncia dos inoculantes de bactérias
diazotroficas endofiticas € dada principalmente pela promocédo de crescimento
vegetal e producao de fitormonios, do que propriamente pelo fornecimento de N
atmosférico. Essa eficiéncia depende ainda de diversos fatores como gendétipo da
planta e variacdo do ambiente (CANUTO et al., 2003) que precisam ser estudados

profundamente.

1.3.5 Inoculantes microbianos para uso na agricola

A biodiversidade brasileira € uma fonte inesgotavel de biomoléculas que podem
ser utilizadas biotecnologicamente. Segundo o Relatério Nacional para a Convengao
sobre Diversidade Bioldgica (BRASIL, 1998), o Brasil € o pais de maior diversidade
biolégica do planeta, entre outros 17 paises que reunem 70% das espécies de
animais e vegetais até entao catalogadas no mundo. Porém, apenas uma pequena
parcela das espécies nativas brasileiras foi estudada até o momento.

A exploracao dos recursos genéticos, conhecida como bioprospeccao, é uma
estratégia para a obtencdo de produtos que podem ser utilizados na producao de
farmacos, cosméticos, alimentos e principalmente na agricultura. Um dos principais
exemplos da aplicagdo dos recursos naturais na agricultura no Brasil foi a producao
de inoculante para soja que, segundo a Embrapa, proporciona uma economia de
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mais de trés bilhndes de dblares anuais em fertilizantes nitrogenados (HUNGRIA,
2011).

A exploragdo da FBN pode ser uma fonte nao poluente de aplicagdo de N,
contribuindo para o aumento da producao agricola e redugéo do uso de fertilizantes
sintéticos. A producdo de inoculante no Brasil iniciou-se na década de 1950
(FREIRE et al., 1968), utilizando-se a turfa como veiculo para as bactérias, e este
ainda é o mais utilizado pela industria até os dias atuais, apesar de seu custo
relativamente alto e oferta limitada. Considerando os beneficios econémicos que as
bactérias diazotroficas podem trazer aos sistemas agricolas, o uso de inoculantes é
uma alternativa ao uso de fertilizantes nitrogenados em sistemas de producao
sustentavel (BUCHER et al., 2008).

Um produto de facil elaboragédo, contendo bactérias benéficas que podem
ainda reduzir os custos de producéao, tem sido proposto ha muitos anos, mas ainda
nao foi obtido (BASHAN, 1998; PANDEY; MAHESHWARI, 2007; DAZA et al., 2000).

O manejo de bactérias diazotroficas simbidticas para leguminosas é um
processo bem sucedido e aplicado em todo pais. A inoculagédo da cultura da soja
com bactérias pertencentes ao género Bradyrhizobium pode suprir totalmente a
necessidade de N para o desenvolvimento da cultura. J& em gramineas, esse
processo nao esta muito bem esclarecido. A interacdo dos micro-organismos
associativos com as plantas ndo tem a mesma fisiologia das simbioses entre
rizobios e leguminosas, o que pode acarretar em menor eficiéncia dos processos
que realizam.

Algumas empresas de pesquisa tém conduzido diversos trabalhos com a
finalidade de desenvolver inoculantes para gramineas com capacidade para
estimular o aumento de produtividade e/ou de matéria seca e acumulo de N pela
planta. Contudo, a grande dificuldade encontrada neste tipo de pesquisa tem sido a
baixa eficiéncia das bactérias, principalmente endofiticas, no fornecimento de N em
condi¢cdes de campo, possivelmente pelo fato das interacées ndo serem totalmente
compativeis. Além disso, foi demonstrada também a baixa persisténcia dessas
bactérias, as quais contribuem com a FBN apenas nas fases iniciais do
desenvolvimento da planta (FRANCO et al., 2011).

Existem alguns produtos no mercado que prometem uma eficiéncia
relativamente alta no fornecimento de N para gramineas via fixagdo biolégica. O

produto com nome comercial de Zea-Nit™, contem uma mistura de Azospirillum
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brasilense e A. lipoferum. Segundo os fabricantes, com a aplicagdo desse produto,
seria possivel reduzir até 40% do nitrogénio necesséario para a cultura do milho
(OKON et al., 1994). No Brasil foi langcado em 2011 o primeiro inoculante na forma
liquida para trigo e milho, contendo a bactéria Azospirillum, chamado Azototal, fruto
de uma parceria feita pela Embrapa e a empresa Total Biotecnologia. Segundos os
pesquisadores, esse inoculante proporciona a reducao de até 50% da adubacao
nitrogenada nas culturas, além de promover o crescimento das plantas e possibilitar
um melhor desenvolvimento de raiz. Apesar disso, testes realizados indicam néo
haver resposta significativa a inoculagdo (VOGT et al., 2013). Levantamentos
realizados nos ultimos 20 anos constataram que em 30 a 40% dos casos nao
ocorreram incrementos de produtividade em fung&o da inoculagdo com Azospirillum
brasilense (OKON; LABANDERA-GONZALES, 1994). No México, um inoculante
denominado “Fertilizante para milho”, tem apresentado bons resultados, visto sua
grande aplicacao principalmente no ano de 1993 (PAREDES-CARDONA et al.,
1988; CABALLERO-MELLADO et al., 1992). Na Argentina, um produto denominado
Graminante contendo como veiculo pd de carbonato de célcio e carbonato de
magnésio e uma mistura de estirpes de Azospirillum tém sido usados para a cultura
do milho, com aplicacdo do produto feita a seco. Os fabricantes informam que o
produto pode aumentar a produtividade do milho em cerca de 20 % (OKON et al.,
1994), porém testes realizados indicam que a estirpe presente no inoculante, além
de nao especificada pelo fabricante, ndo sao eficientes.

Além do N fixado pelas bactérias diazotroficas, esses micro-organismos
também podem trazer outros beneficios para as plantas. De acordo com Mclnroy e
Kloepper (1995), isolados bacterianos provenientes da comunidade endofitica e
epifitica, podem ser potenciais agentes de controle biolégico e de promogao de
crescimento de plantas, além de acelerar a degradacao da palhada da cana-de-
acucar. Esses e outros fatores sao pontos positivos ja citados na selecdo de novos
micro-organismos para prospecc¢ao e elaboragdo de um novo biofertilizante.

Os diferentes tipos de inoculantes encontrados no mercado visam aprimorar e
facilitar a forma de aplicagdo dos mesmos, melhorando sua qualidade, com redugao
dos custos de producdo e ao mesmo tempo garantindo a sobrevivéncia e eficiéncia
dos micro-organismos. Dessa maneira, alternativas de veiculos para aplicacdo de
inoculantes tém sido buscadas (BEN REBAH et al., 2007; ALBAREDA et al., 2008).
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Além da aplicagdo na forma liquida, varias pesquisas propuseram a
imobilizacdo de micro-organismos em maitrizes polimericas como o alginato para a
aplicagdo de inoculantes. Em 1986, Bashan desenvolveu um polimero para
encapsulamento de bactérias com liberagao lenta das mesmas no solo. As bactérias
encapsuladas eram do género Azospirillum brasilense. A partir dessa pesquisa,
novas abordagens e conceitos foram gerados sobre a producdo de inoculantes,
principalmente com bactérias de vida livre.

Os polimeros de alginato e goma xantana sdo substancias biodegradaveis, de
baixo custo e promovem a imobilizacdo das células liberando-as apds a degradacao
do material no ambiente e protegendo-as contra estresses ambientais. Esses
polimeros podem favorecer a multiplicacdo e sobrevivéncia das células, quando
aplicados ao solo (DENARDIN; FREIRE, 2000; BASHAN et al., 2002). Pensando
nisso, um inoculante composto pela mistura de estirpes de bactérias diazotroficas,
carboximetilcelulose e amido foram testados verificando seu efeito sobre a producao
de cana-de-acucar. Os dados indicam que os tratamentos com os inoculantes com a
mistura de bactérias diazotréficas e os polimeros promoveram aumento médio da
produtividade das variedades RB72454 e RB867515 ap6s 11 meses da inoculagéo,
nao diferindo estatisticamente do controle que recebeu adubacdo com nitrogénio
mineral (SILVA et al., 2009), sugerindo ser uma técnica promissora.

Segundo Bashan e colaboradores (2014) os requisitos basicos para utilizacao
de uma matriz polimérica na producao de inoculantes sao: (1) o produto deve ser
nao téxico e livre de conservantes que podem afetar as bactérias ou a planta
inoculada, (2) a degradacao do polimero deve ser gradual para a liberagao lenta dos
micro-organismos no solo, (3) o polimero deve fornecer protecédo fisica para os
micro-organismos contra estresses ambientais, (4) o polimero deve reter umidade
suficiente para manter as células microbianas viaveis (5) o polimero deve ser de facil
dispersdo em agua, para permitir que 0s micro-organismos se movimentem do
polimero até a planta.

A tecnologia de imobilizacdo celular possui uma ampla gama de aplicacées
como na industria farmacéutica, alimenticia, de cosméticos e na agricultura. Dessa
forma, a utilizagao de bactérias promotoras de crescimento vegetal encapsuladas é
uma alternativa viavel a inoculacao de células livres, que além de possibilitar uma

menor competicdo com outros micro-organismos do solo (BASHAN, 1986; BASHAN
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et al., 2002; YOUNG et al., 2006), ainda permite a sobrevivéncia das bactérias no
solo por um periodo prolongado.

Os beneficios do encapsulamento ja foram reportados em trabalhos com
bactérias diazotréficas de vida livre (PEDRAZA, 2008), solubilizadores de fosfatos
(RODRIGUEZ et al., 2006; ZAIDI et al.,, 2009), e produtores de hormdnios de
crescimento vegetal (DOBBELAERE et al., 2001; SPAEPEN et al., 2007). Apesar
dos inumeros beneficios e vantagens da utilizacdo desta tecnologia, o maior fator
limitante € a produg&o em escala industrial, sendo que até o momento ndo existe no
mercado um produto com essas especificacbes e ainda que supram as
necessidades da agricultura brasileira.

Dessa maneira, o mercado de biofertilizantes com bactérias diazotréficas para
gramineas e outras espécies ndo leguminosas € bastante promissor, mas, ainda
carente de desenvolvimento tecnolégico, principalmente aplicado a formulagédo do

inoculante e veiculo de inoculagao.
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2 CARACTERIZACAO BIOQUIMICA E MOLECULAR DE BACTERIAS
DIAZOTROFICAS DA MATA ATLANTICA

Resumo

A Mata Atlantica é uma das mais importantes florestas tropicais do mundo e um
‘hotspot” de biodiversidade. As comunidades microbianas presentes neste bioma
desempenham papéis essenciais nos ciclos biogeoquimicos, principalmente do
nitrogénio (N). O processo de fixacdo biolégica de nitrogénio (FBN) é a principal
forma de entrada de N nos ecossistemas e é intermediada por varios micro-
organismos diazotréficos. Estudos recentes sugerem que na filosfera de algumas
espécies de plantas da Mata Atlantica existe uma grande diversidade de bactérias
com elevado potencial em fixar N atmosférico. Com a finalidade de avaliar o
potencial biotecnolégico desses micro-organismos, 120 genotipos bacterianos da
superficie de folhas e liteira de Merostachys neesii (bambu), coletados no Parque
Estadual da Serra do Mar, foram isolados em cultura pura. Desses isolados, 48
foram caracterizados como fixadores de N pelo teste de reducao de acetileno (ARA),
fixando entre 5 e 30 nmol CzHs h'mg™ de proteina em meio de cultura livre de N,
com producéo de AIA na presenca de L-triptofano. Dentre esses 48 isolados, 50%
apresentaram capacidade de solubilizar fosfato de calcio, 8% de produzir quitinases,
17% de produzir sideroforos e 16% de produzir ACC desaminase in vitro. A analise
genotipica por BOX-PCR, baseada na analise discriminante dos perfis de bandas
nos géis e NMDS, mostrou que os isolados se agrupam em trés grandes grupos,
porém, apresentaram baixa tendéncia de se agruparem com base no ambiente de
origem. Todos os 48 isolados foram caracterizados filogeneticamente com base na
sequéncia parcial do gene rRNA 16S. Cerca de 75% dos isolados da filosfera de
bambu sédo pertencentes a classe Gammaproteobacteria (Proteobacteria), e foram
representados em sua maioria pela familia Enterobacteriaceae. Ja Klebsiella sp, e
0s géneros Serratia e Enterobacter apresentaram uma similaridade de 32 e 2% dos
isolados adquiridos, respectivamente. Aproximadamente 37% das sequéncias nao
foram identificados ao nivel de género, podendo entdo representar novos géneros
ou espécies. Os dez isolados mais promissores, com base nos testes bioquimicos
tiveram os genes rRNA 16S completamente sequenciados, confirmando assim sua
afiliacao a familia Enterobacteriaceae. O sequenciamento do gene nifH confirmou o
carater diazotrofico dos mesmos. Os resultados observados sugerem que a filosfera
de bambu possui uma comunidade bacteriana diazotréfica complexa e com elevado
potencial biotecnolégico. Sugere-se que as populacdes bacterianas detectadas na
filosfera de bambu podem apresentar uma variada capacidade de fixagcdo de N
atmosférico, producdo de AlA, solubilizacdo de fosfato de calcio e producdo de
sideréforos e quitinases in vitro, podendo futuramente ser utilizada como
biofertilizante na agricultura.

Palavras-chave: Filosfera; Bactérias promotoras de crescimento de plantas; Fixacao
bioldgica de nitrogénio, rRNA 16S, nifH
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Abstract

The Atlantic Forest is one of the most important tropical forests in the world and
a "hotspot" of biodiversity. The microbial communities in this biome play essential
roles in the biogeochemical cycles, mainly of the nitrogen (N). The process of
biological nitrogen fixation (BNF) is the main N input in several ecosystems, and is
mediated by several diazotrophic microorganisms. Recent studies suggest a great
diversity of bacteria with a high potential for nitrogen fixation in the phyllosphere of
several plant species of the Atlantic Forest. In order to evaluate the biotechnological
potential of these microorganisms, 120 bacterial genotypes were isolated in pure
cultures from the leaf surfaces and litter of Merostachys neesii (bamboo), sampled at
the Serra do Mar State Park. From that, 48 isolates were characterized as N fixers by
the acetylene reduction assay (ARA), fixing from 5 to 30 nmol C2H4 h-1 mg-1 protein
in nitrogen-free medium, and produced indole-acetic-acid (IAA) in the presence of L-
tryptophan. Among these 48 isolates, 50% were able to solubilize inorganic
phosphate, 8% were able to produce chitinases, 17% were able to produce
siderophores and 16% produced ACC desaminase. Genotypic analysis, using BOX-
PCR, showed that the isolates clustered into three major groups. However, there was
a low tendency of clustering according to the microenvironment from which they were
isolated, based on discriminant and NMDS analyses. All isolates were
phylogenetically characterized based on their partial rRNA 16S gene sequences. The
sequencing of the rBRNA 16S gene revealed that 75% of the isolates were
phylogenetically related to the family Enterobacteriaceae (Gammaproteobacteria).
The genus Klebsiella accounted for 32% of the isolates, whereas Serratia and
Enterobacter accounted for 2% whereas 37% were assembled unclassified Bacteria.
The ten most promising isolates, based on the biochemical tests, had their rRNA 16S
gene fully sequenced, confirming their affiliation to Enterobacteriaceae. The
sequencing of the nifH gene confirmed the diazotrophic attribute of these isolates.
The results obtained suggest that the phyllosphere of bamboo has a complex
community of diazotrophic bacteria with high biotechnological potential. Bacterial
populations in the phyllosphere of bamboo also have variable capabilities to fix
atmospheric N, produce IAA, solubilize calcium phosphate, and to produce
siderophores and chitinases in vitro, and may potentially be used as biofertilizer in
agriculture.

Keywords: Phyllosphere; Plant growth promoting bacteria; Biological nitrogen
fixation; rRNA 16S, nifH
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2.1 Introducao

A Mata Atlantica é considerada um “hotspot” de biodiversidade mundial, porém,
pouco se sabe sobre as comunidades microbianas que habitam os solos ou que
estdo associadas as plantas e animais deste ambiente, uma vez que poucos
estudos foram realizados e a maioria deles se concentra na avaliagdo de grupos
especificos de fungos e bactérias.

Um dos primeiros trabalhos comparando as comunidades bacterianas de
diferentes plantas da Mata Atlantica considerando familia, género e espécie, por
meio das técnicas de PCR, DGGE de amplicons do gene rRNA 16S e
sequenciamento, constatou que a filosfera de cada uma delas pode abrigar uma
comunidade bacteriana Unica, variando entre 95 e 671 espécies de bactérias
(LAMBAIS et al., 2006). Recentemente, Lambais e colaboradores (2014) ampliaram
ainda mais as estimativas de diversidade da comunidade microbiana associadas a
espécies vegetais na Mata Atlantica. Por meio da combinagéo das técnicas de PCR-
DGGE e sequenciamento de clones de bibliotecas do gene rRNA 168S.
Considerando que a Mata Atlantica possui aproximadamente 20.000 espécies de
plantas vasculares (MYERS et al., 2000), os autores estimaram a possibilidade de
haver cerca de 72 a 1.400 milhées de espécies bacterianas associadas a filosfera,
casca e raiz de diferentes espécies arboreas que abrigam nesse ambiente.

Considerando a diversidade microbiana dos solos da Mata Atlantica, estudos
vem comprovando que estes podem abrigar entre 263 a 466 espécies bacterianas
(BRUCE et al., 2010). Além disso, pesquisas apontam que o tipo de vegetagéo,
composigdo quimica e propriedades fisicas dos diferentes solos encontrados na
Mata Atlantica influenciam na estrutura da comunidade microbiana (SANTOS et al.,
2014). Portanto, acredita-se que exista um grande numero de bactérias com elevado
potencial biotecnolégico nesse ambiente, e muito provavelmente o0s mesmos
estejam envolvidos nos ciclos biogeoquimicos de varios nutrientes, inclusive do N.

Considerando os diversos grupos de micro-organismos presentes na filosfera,
as bactérias sdo numericamente mais abundantes (ANDREWS; HARRIS, 2000;
LINDOW; BRANDL, 2003) e podem exercer influéncia tanto negativa quanto positiva
sobre a planta hospedeira. Sdo diversos 0s processos realizados pela comunidade
microbiana que vivem tanto no solo quanto associados as plantas ou mesmo na
filosfera, podendo desempenhar papeis essenciais para a sustentabilidade do
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ecossistema. Um dos principais processos realizados pelos micro-organismos na
natureza € a FBN, que € a principal forma de entrada de N nos ecossistemas
naturais ou agricolas (MARIN et al.,, 1999) e esta diretamente relacionado com a
manutencao da vida na Terra. Alguns trabalhos relatam a existéncia de bactérias
diazotréficas com elevada capacidade de fixar N atmosférico na filosfera de diversas
plantas, como por exemplo nas gramineas (DOBEREINER, 1992; BALDANI et al.,
1997; SALA et al., 2005).

Em um estudo envolvendo a entrada de N via FBN por micro-organismos de
vida livre em florestas tropicais de Porto Rico, Cusack e colaboradores (2009)
estimaram utilizando técnicas de reducédo de acetileno que a taxa anual de fixagéo
de N seria em torno de 3 e 12 kg de N ha™' em floresta em altitude baixa, e entre 1 e
8 kg de N ha™ em floresta de altitude elevada, indicando um importante papel dos
diazotréficos no aporte de N nestas florestas.

As taxas de FBN dependem tanto da abundancia e diversidade de bactérias
diazotréficas como da sua distribuicdo espacial (REED et al.,2010). Neste sentido,
trabalhos conduzidos pelo Programa Biota Fapesp, realizados no Parque Estadual
da Serra do Mar (SP), mostraram que na superficie das folhas e liteira de Bambu
(Merostachys neesii) existem uma elevada diversidade de espécies de bactérias
diazotréficas as quais podem fixar aproximadamente 30 kg ha™' ano'de N. Estudos
realizados a partir do pirossequenciamento do gene rRNA 16S de amostras de
folhas, casca e solo, foram obtidas 423.210 sequéncias que se agruparam em
35.216 unidades taxonémicas operacionais (UTOs), distribuidas em 32 filos, dentre
0S quais o mais abundante foi o filo Proteobacteria (36,6%). Dos possiveis
diazotréficos observados, o filo Proteobacteria foi dominante nos trés
compartimentos avaliados, com predominio da classe Alphaproteobacteria,
principalmente nas folhas de M. neesii, a qual variou em fungdo da época de
amostragem e da taxa de FBN (GOMEZ, 2012).

A fim de investigar a comunidade de cianobactérias presente na filosfera de
diferentes espécies da Mata Atlantica, Andreote (2013) identificou cianobactérias
dos géneros Nostoc, Desmonostoc, Leptolyngbya, Oculatella, Brasilonema,
Pleurocapsa Chroococcidiopsis, também colonizando a filosfera de M. neesii, além
de Euterpe edulis, Guapira opposita e Garcinia gardneriana. Destas, algumas foram
caracterizadas como diazotroficas através dos métodos de amplificacao,
sequenciamento e filogenia do gene nifH.
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Dessa forma, os trabalhos que abordam como tema a diversidade de micro-
organismos na Mata Atlantica sugerem que a comunidade bacteriana é altamente
diversificada neste bioma, e esta pode contribuir com grande parte do aporte de N
para as plantas por meio da fixagao biolégica. Sabendo-se do grande potencial que
as bactérias diazotréficas da Mata Atlantica possuem em fixar Nz e a necessidade do
desenvolvimento de novas tecnologias que visem o manejo sustentavel do processo
de produgéo agricola, a identificagédo e a caracterizagdo bioquimica das bactérias
diazotroficas presentes na superficie das folhas de bambu pode ser essencial para o
desenvolvimento de novos biofertilizantes. Portanto, o objetivo deste trabalho foi
isolar, caracterizar e identificar bactérias diazotroficas de filosfera de folhas e liteiras
de bambu da Mata Atlantica, por meio de técnicas dependentes e independentes de
cultivo e avaliar in vitro seu potencial para a fixar Ny, produzir AlA, sideréforos,

quitinase e ACC desaminase.

2.2Desenvolvimento

2.2.1 Material e Métodos

2.2.1.1 Local de amostragem

Bactérias capazes de crescer em meio de cultura isento de N foram isoladas a
partir de amostras de folha e liteira de bambu (Merostachys neesii) coletadas no
Parque Estadual da Serra do Mar. A regido € recoberta predominantemente por
Floresta Ombroéfila Densa Montana (VELOSO et al.,, 1991) a uma altitude de
aproximadamente 1.010 e 1.044 metros e esta localizada no Nucleo Santa Virginia
(Figura 2.1) no municipio de Sao Luis do Paraitinga, a 23°17’ a 23°24’'S e 45°03’ a
45°11°'W. O clima regional ¢é tropical temperado (SETZER,1966), com uma
precipitacdo meédia anual superior a 2000 mm (PADGURSCHI et al., 2011;
MARTINS, 2010). A éarea foi previamente selecionada com base no projeto de
pesquisa Biota - Gradiente funcional (FAPESP 03/12595-7). O projeto abrange trés
diferentes fitofisionomias, onde estao instaladas 12 parcelas permanentes de 1 ha
cada, quatro por altitude, e todas subdivididas em 100 sub-parcelas de 10 x 10 m.

A amostragem foi realizada em outubro de 2011 na parcela N do parque
Estadual da Serra do Mar. Amostras de folhas foram coletadas com auxilio de uma
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tesoura de poda alta, e a liteira coletada logo abaixo da touceira de M. neesii. Foram
coletadas uma amostra de folha e uma de liteira de bambu dentro de cada sub-
parcela totalizando 200 amostras. As amostras coletadas foram acondicionadas em
sacos plasticos estéreis e mantidas em caixas térmicas com gelo até serem

processadas no Laboratério de Microbiologia Molecular da ESALQ-USP.

Parque Estadual da Serra do Mar Brasi
Nucleo de Santa Virginia j"’\v\‘? &
Parcela “N” £ /\4

LI Sao Paulo

LA

*

Figura 2.1 — Mapa do Brasil destacando o Estado de Sao Paulo com a localizagdo do nucleo de
Santa Virginia e a parcela N amostrada no Parque Estadual da Serra do Mar

2.2.1.2 Analise quimica das folhas e liteira de bambu

Amostras de folha e liteira de bambu coletados da Mata Atlantica (Figura 2.2)
foram analisadas com relagcdo a composicao quimica no laboratério de analise de
tecido vegetal do Departamento de Ciéncia do Solo (ESALQ/USP). As amostras
foram secas e moidas, e a extracdo dos nutrientes foi realizada por digestdo acida a
quente. Foram determinadas as concentracdes foliares dos macronutrientes N, P, K,
S, Ca e Mg em g kg~' e micronutrientes em mg kg~', segundo Sarruge e Haag
(1974).
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Figura 2.2 - Liteira e folhas de bambu amostradas da Mata Atlantica. A. Touceira de bambu e liteira.
B. Detalhe das folhas de bambu coletadas. C. Amostras de folhas de bambu coletadas

2.2.1.3 Isolamento e purificacao das bactérias

Aproximadamente 10 gramas de folhas e liteira de bambu coletadas de cada
subparcela no Parque Estadual da Serra do Mar foram acondicionadas em béqueres
autoclavados (500 mL) contendo 100 mL de tampao PBS (68 g.L" de KH.PO4; 85
g.L™" de KsHPO4; pH 7,0) e mantidos sob agitacdo (100 rpm) & 28° C por 1 hora. Da
suspensao resultante, foram realizadas diluicbes seriadas, adicionando-se 0,1mL
das diluicdes 10", 102, 10°® em frascos contendo 5mL de meio semissélido para
bactérias diazotroficas de vida livre, descrito por Débereiner e colaboradores (1995)
sem a adicao de N (ANEXO A). Os meios de cultura inoculados foram mantidos em
camara de crescimento a 28° C e observou-se o crescimento bacteriano por meio da
formagéo de pelicula caracteristica durante o periodo de incubagéo de 7 dias. O
isolamento das colbnias tipicas de fixadores de N, foi realizado por meio de

repicagens sucessivas, alternando o crescimento no mesmo meio de origem solido.
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Posteriormente, os isolados foram cultivados em meio de cultura liquido por dois

dias, homogeneizados e estocados em glicerol 20% a - 80° C.

2.2.1.4 Fixagao bioldgica de nitrogénio “in vitro”

A capacidade do complexo nitrogenase em reduzir nitrogénio, pode ser medida
indiretamente pela atividade de reducao do acetileno (ARA) um inibidor competitivo
da enzima nitrogenase redutase (SCHINNER et al., 1995). A técnica de reducgéo de
acetileno foi descrita por Hardy e colaboradores (1968) e o ARA pode ser expresso
em termos de afinidade especifica com base no teor de proteina total celular
acumulada no meio de cultura.

Os isolados foram cultivados em meio Dyg’s (ANEXO B, RODRIGUES NETO
et al., 1986) por 24 horas sob agitacao de 200 rpm a 30° C, com trés repeticoes por
isolado. Em seguida, as células foram lavadas duas vezes com solu¢ao salina para
remover o N do meio. Apds a lavagem, foi realizada a leitura da densidade Optica
das culturas em espectrofotdmetro ajustado com o comprimento de onda de 600 nm
(DO 0,6). Este procedimento foi realizado para todos os testes que foram realizados
posteriormente.

Foram inoculados 20 yL da suspensido em frascos contendo 5 mL de JNFb
semissélido (ANEXO C, DOBEREINER et al. 1995) sem biotina e sem azul de
bromotimol. Os frascos foram incubados por 48 horas a 30° C. Apo6s a formagéo da
pelicula na superficie do meio de cultura e aumento da opacidade do meio, os
frascos foram vedados e foi injetado 1 mL de acetileno resultando em uma atmosfera
de incubacao de 20%. Os frascos foram incubados a 30° C por uma hora e em
seguida, um volume de 1mL da atmosfera dos frascos foi retirado e injetado em
cromatdgrafo a gas Thermo Scientific, equipado com um detector de ionizacao por
chama (250° C) e uma coluna N Poropak (120° C; Supelco, Bellefonte, Pensilvania,
E.U.A.). Controles negativos foram utilizados a partir da injecdo no cromatdgrafo de
amostras gasosas nao incubados com acetileno. A concentracao de proteina total
acumulada das culturas foi determinada apés sonicacao do meio de cultura com as
bactéria por 1 minuto a 22,5 kHz em um disruptor de células ultra-sénico (MISONIX
INC., Atlantic Beach, NY, USA), seguido de resfriamento em gelo. O procedimento
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foi repetido trés vezes. A concentracdo de proteina foi determinada por fluorimetria,
utilizando-se um fluorimetro Qubit™ (LIFE TECHNOLOGIES, Carlsbad, USA).

As taxas de reducao de acetileno foram calculadas em nanomoles de acetileno
reduzido por miligrama de proteina, por hora de incubagéo, representada pela
seguinte equacéo:

nmol etileno. At = M
V,.R.T.t

Onde:
S= quantidade de etileno obtido na amostra apds incubagéao com acetileno (ppm);
C= quantidade de etileno em frascos sem incubac¢ao com acetileno;
V= volume “headspace” nos frascos de incubacéo;
P= pressao de ar sob condi¢gdes padréo (101300 Pa);
Vo= volume de gas injetado na amostra;
R= constante de gas (8.314 J. mol™. K);
T=temperatura de incubacéo (°C);
t= tempo de incubacgao.

Todos os valores foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as
médias comparadas utilizando-se o teste Tukey (p<0,05), por meio do programa

SISVAR verséo 5.1.
2.2.1.5 Solubilizacao de fosfato inorganico

Os isolados bacterianos que apresentaram resposta positiva no teste de ARA
foram avaliados quanto a capacidade de solubilizagdo do P inorganico na forma de
fosfato de célcio (P-Ca) segundo metodologia descrita por Hara; Oliveira, (2004). Ao
meio de cultura (glicose, 10 g.L"; extrato de levedura, 2 g.L'; agar, 18 g.L" e o pH
foi ajustado para 7.2), esterilizado em autoclave, ainda fundente, foi adicionado
assepticamente 50 mL de solucdo esterilizada de KoHPO4 (10%) e 100 mL de
solucdo esterilizada de CaCl, (10%). A reacdo entre as solucdes produziu um
precipitado de CaHPQO,4. O meio obtido foi distribuido em placas de Petri. Os isolados
foram repicados para o meio de cultura contendo CaHPO,4 com o auxilio de uma alga
de platina. Foram estabelecidas quatro colénias por placa e uma placa por isolado.
As placas foram incubadas a 28° C durante 15 dias. A capacidade de solubilizacao

de P pelos isolados foi verificada no terceiro e décimo quinto dias apés a inoculacao.
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O diametro () dos halos de solubilizagéo, visualizado como uma area translucida ao
redor da col6nia, e o diametro das préprias colénias foram medidos utilizando-se um
paquimetro digital. Os indices de solubilizacao (IS) de cada isolado foram
determinados através da férmula: IS = @ Halo (mm) / @ Colénia (mm). Todos os
valores foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA) e as médias foram
comparadas utilizando-se o teste Tukey (p<0,05), por meio do programa SISVAR
versao 5.1. Com base nos valores calculados do IS, os isolados foram classificados
como baixa (IS < 2), média (2 < IS < 4) ou alta (IS = 4) capacidade de solubilizagao
de P inorganico (HARA; OLIVEIRA, 2004).

2.2.1.6 Producao de acido indol-3-acético (AlA)

A metodologia utilizada para determinacdo da producao de acido indol-3-
acético (AIA) foi descrita por Ahmad e colaboradores (2008). O método para
deteccdo de AIA produzido por bactérias baseia-se na alteragédo de coloragdo das
amostras devido a oxidagdo dos compostos indolicos, variando de amarelo (nao
oxidado) a vermelho (oxidado). Somente os isolados bacterianos que apresentaram
resposta positiva no teste de ARA foram cultivados em meio Dyg’s e meio Dyg’s
suplementado com L-triptofano (1 g.L™"). Os isolados foram incubados por 48 horas a
28° C, sob agitagéo (120 rpm), 1,5 mL da cultura dos isolados foram centrifugados a
4000 g e 4°C, durante 10 minutos. A 1 mL do sobrenadante misturou-se 1mL do
reagente Salkowski (FeCls 0,5 mol.L™", 1 mL; HCIO, 35%, 49 mL) (SERGEEVA,
LIAIMER, BERGMAN, 2002) e incubou-se por 30 minutos no escuro. A concentracao
de AIA foi determinada no espectrofotometro a 540 nm, com base em uma curva
padrao de AIA (1-100 mg.mL™). O ensaio foi realizado em triplicata. Todos os dados
foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as médias foram comparadas
utilizando-se o teste Scott-knott (p<0,05), por meio do programa SISVAR versao 5.1.

2.2.1.7 Producao de ACC desaminase

A atividade da enzima ACC desaminase foi determinada também somente para
os isolados bacterianos que apresentaram resposta positiva no teste de ARA. O
teste foi realizado medindo a capacidade dos isolados em crescerem em meio de
cultura contendo o acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) como unica fonte
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de nitrogénio. Para tanto, utilizou-se o procedimento descrito por Penrose e Glick
(2003) e Souza e colaboradores (2012). Apds os isolados serem cultivados em meio
de cultura Dyg’s liquido, foram centrifugados e lavados em solugao salina 0,85% trés
vezes. 20 pyL de cada amostra foi transferido para placas contendo meio de cultura
mineral M9 com e sem a adicdo de 3 mM ACC como unica fonte de nitrogénio
(ANEXO D). Os isolados foram incubados a 28° C por 10 dias e aqueles que
apresentaram crescimento mais acentuado no meio M9 + ACC em comparagdo com

o meio livre de ACC foram considerados como produtores de ACC desaminase.

2.2.1.8 Producao de quitinases

Para avaliar a capacidade dos isolados produzirem quitinases foi utilizado o
método qualitativo descrito por Hsu; Lockwood (1975), utilizando quitina como Unica
fonte de carbono. Os isolados bacterianos que apresentaram resposta positiva no
teste de ARA foram repicados para o meio de cultura especifico (ANEXO E) com o
auxilio de uma alga de platina. Foram estabelecidas quatro colénias por placa e uma
placa por isolado. As placas foram incubadas a 28° C por 15 dias. A produgéo de
quitinase foi avaliada 16 dias ap6s a incubacdo. A producdao de quitinase foi
determinada pela formacéao de um halo claro ao redor das colénias.

2.2.1.9 Producao de sideroforo

A producéo de sideréforos foi avaliada para os 48 isolados bacterianos que
apresentaram resposta positiva no teste de ARA. Foi utilizada a metodologia descrita
por Alexander; Zuberer (1991). Os isolados foram inoculados em tubos de ensaio
contendo 5 mL de meio de cultura Dyg’s liquido e mantidos durante 7 dias a 28° C,
sob agitacao constante. Apds esse periodo, adicionou-se 1 mL das culturas em
microtubos de 1,5 mL de capacidade. Os microtubos foram entdo centrifugados
durante 5 minutos a 4000 g. Adicionou-se 100 uL do sobrenadante de cada cultura a
pocos de microplaca, além de mais 100 pL do reagente cromo azurol S (CAS). Apds
30 minutos, as placas foram avaliadas. A coloracado alaranjada ou amarelada das
amostras indica a producgéo de sider6foros pelos isolados. O meio de cultura Dyg’s,

sem inoculo, foi utilizado como controle negativo.
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2.2.1.10 Extracao de DNA bacteriano

Os 48 isolados foram cultivados no meio de cultura descrito no item 2.2.1.3
liquido isento de N. Foi realizada uma curva de crescimento dos isolados em meio
de cultura e a leitura da densidade éptica das culturas foi determinada em
espectrofotdmetro ajustado com o comprimento de onda de 600 nm. Posteriormente,
o DNA dos isolados foi extraido utilizando-se o kit Genomic DNA Isolation (Norgen
Biotek, Ontario, Canada) de acordo com as recomendacbes do fabricante. A
integridade do DNA foi analisada por eletroforese em gel de agarose 1% em tampao
TAE 1X (Tris, Acido acético, EDTA), depois de corado com Sybr Green (Life
Technologies, Carlsbad, Estados Unidos). As imagens do gel foram obtidas através
de um densitdmetro Storm™ (GE Healthcare, Uppsala, Suécia) e foram analisadas
com o programa Image Quant TL (GE Healthcare Uppsala, Suécia). A concentragao
do DNA foi determinada por fluorescéncia utilizando-se um fluorimetro Qubit™ (Life
Technologies, Carlsbad, Estados Unidos) e kit Quant-iT™ dsDNA BR (Life

Technologies, Carlsbad, Estados Unidos).
2.2.1.11 Caracterizacao genotipica dos isolados por BOX-PCR

A caracterizagdo genotipica dos isolados foi feita inicialmente por BOX-PCR,
utilizando-se o} oligonucleotideo iniciador BOX A1R (5
TCAGGCAAGGCGACGCTGACG 3'), descrito por Versalovic e colaboradores (1994)
em solucao tampao Gitscher 5X contendo 83 mM de acetato de amdnio, 335 mM de
Tris-HCI, 33,5 mM de MgCl,, 33,5 uM de EDTA, 150 mM de B-mercaptoetanol. A
reagcao de amplificagao foi feita em um volume final de 25uL contendo: 1uL de DNA
molde, 10pmol de oligonucleotideo iniciador (BOX A1R), 2,5mM de dNTP, 10mg/mL
de BSA, 5uL de tampao 5X, 2,5U de DNA polimerase taq (Fermentas) e 2,5 uL de
DMSO. Apds desnaturacdo a 95° C por 5 minutos, a amplificacdo do DNA foi feita
em 30 ciclos de desnaturacdo a 90° C por 30 segundos, pareamento a 52° C por 1
minuto e extensdo a 65° C por 5 minutos e uma extensao final a 65° C por 16
minutos. Os produtos amplificados foram separados por eletroforese em gel TAE-
agarose 1,5% e analisados como descrito no item anterior. Os padrées de bandas
baseados na mobilidade dos fragmentos de DNA no gel foram convertidos em uma
matriz binaria (presenca e auséncia) a partir do programa “Diversity Database”
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(BioRad, Hercules, CA, USA) e utilizados na analise de agrupamento hierarquico
feito pelo programa Systat 11.0 Os parametros adotados para esta analise baseou-
se no método de concordancia simples (“simple matching”), com algoritmo de Ward
e distancia euclidiana como unidade de medida. Andlise multivariada de escala
multidimensional (NMDS), realizada pelo programa Primer 5 (PRIMER-E Ltd, UK), foi
feita a fim de avaliar o agrupamento dos isolados em funcéao dos diferentes locais de
onde foram obtidos (folha e liteira).

2.2.1.12 Amplificacao e sequenciamento do gene rRNA 16S dos isolados

A reacdo de PCR para amplificagdo do fragmento do gene rRNA 16S foi
realizada utilizando-se os  oligonucleotideos universais BAC 8F (5
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3') e BAC 1541R (5’ AAGGAGGTGATCCAGC CGCA
3’), com 25 pL de solugcao contendo: 2,5 uL de 10x taqg (750mM Tris-HCI pH 8,8,
200mM ((NH4)2S0O4 e 0,1% de Tween 20), 0,75 uL de 25mM MgCly, 2,5 uL de 2 mM
dNTP (Life Technologies, Carlsbad, Estados Unidos), 0,3 uL de 5 U/uL tag DNA
polimerase recombinante (Fermentas Life Sciences, Burlington, Canada) e 1 uL de
cada iniciador (10pmoles/uL) e 100ng de DNA genbémico, sendo o restante
completado com agua deionizada esterilizada. As condigdes de amplificagdo foram:
3 min a 94° C; 30 ciclos de 45 seg a 94° C, 30 seg a 56° C e 2 min a 72° C, e
extensao final por 7 min a 72° C. Os amplicons resultantes foram analisados como
descrito anteriormente.

O sequenciamento foi realizado utilizando-se um sequenciador automatico
capilar Modelo ABI PRISM 3700 (Life Technologies, Carlsbad, Estados Unidos) pelo
método Sanger. A reacdo de sequenciamento foi composta por 200ng de DNA
purificado, 2 uL de tampao de sequenciamento (200 mM Tris-HCI, pH 9; 5mM
MgClz), 1 L de DYEnamic™ ET Terminator (GE Healthcare, Uppsala, Suécia). Foi
utilizado os iniciadores PRBA 63F (5 CAGGCCTAACACATGCAAGTC 3)
(MARCHESI et al., 1998) e UM 518R (5 ATTACCGCGGCTGCTGG 3’) (JVREAS et
al., 1997) em reacgdes independentes. As reacoes foram realizadas em microplacas
de 96 cavidades. As condicdes de amplificacao foram: desnaturacao inicial a 95° C
por 1 seg, seguido por 25 ciclos a 95° C por 20 seg, 55° C por 15 seg e 60° C por 1
min, sendo a reacao incubada a 4° C apds o término.
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Para precipitacdo do DNA amplificado, foram adicionados 2uL de solugdo mix
(3 M acetato de so6dio pH 9 + 0,5 M EDTA pH 8) e 60uL de etanol absoluto 100%,
agitando-se. As placas foram centrifugadas a 4° C, durante 45 min e 1700 g. O
sobrenadante foi descartado e foi adicionado 150uL de etanol absoluto 70% e uma
nova centrifugacdo foi realizada por 5 mim. O etanol foi descartado e a placa
incubada em temperatura ambiente, no escuro, por 2 horas para total evaporacéao do
alcool. As placas foram enviadas para o laboratério de biotecnologia do Centro
APTA-Citros Sylvio Moreira, em Cordeirépolis, SP.

As sequéncias foram processadas pelo programa PHRED (EWING; GREEN,
1998) para remocao de bases com baixa qualidade (parametro de qualidade >20,
menos de um erro em 100 nucleotideos). As sequéncias validas foram comparadas
com o banco de dados do programa Classifier, disponibilizado pelo RDP Ribossomal
Data Project — http://rdp.cme.msu.edu/index.jsp) (WANG et al., 2007), e possiveis
classificacbes em diferentes niveis taxonémicos foram definidas com base na

distancia evolutiva entre as sequéncias.

2.2.1.13 Amplificacao e sequenciamento dos genes rRNA 16S e nifH de
isolados selecionados

Com base nas andlises realizadas anteriormente, foram selecionados dez
isolados para teste de inoculacdo em plantas para avaliar a capacidade de
promocao de crescimento vegetal e o potencial de fixacdo biolégica de N. Para
tanto, foi realizado o sequenciamento completo do gene rRNA 16S para confirmacéo
da identificacdo dos dez isolados e, além disto, também foi realizada a amplificacéo
e sequenciamento do gene nifH.

A reacdo de PCR foi realizada como descrito no item 2.2.1.12. O
sequenciamento completo do gene rRNA 16S foi realizado utilizando-se 200 ng dos
amplicons  purificados e 10 pmol dos iniciadores BAC8F (5
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3'), 341F (5 CCTACGGGAGGCAGCAG 3), 704F (5
GTAGSGGTGAAATSCGTAGA 3’), 1114R (5 GGGTTGCGCTCGTTGC 3') e
BAC1541R (5AAGGAGGTGATCCAGCCGCA 3)).

Para confirmacdo da presenca do gene nifH (300 pb) no genoma dos
isolados, foi utilizada a metodologia descrita por Ueda e colaboradores (1995). Os
iniciadores utilizados foram 19F (5 GCIWTYTAYGGIAARGGIGG 3’) e 407R (5
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AAICCRCCRCAIACIACTRC 3’) (onde I= inosina, R=A ou G, W=A ou T, Y=C ou T).
A reacgao continha uma mistura de 10% do volume final da reacdo de tampao de
PCR 10X, 1,5 mM de MgCl,, 0,2 mM de dNTP, 2,0 uM de cada iniciador, 2 unidades
de Tag DNA polimerase e 50ng de DNA. As condigbes de reacéo foram 94° C por 4
min; 35 ciclos de 94° C por 1 min, 50° C por 45 seg e 72° C por 2 min e uma etapa
final de extensao de 72° C por 4 min.

As sequéncias foram processadas pelo programa PHRED (EWING; GREEN,
1998) para remogao de bases com baixa qualidade (parametro de qualidade >20,
menos de um erro em 100 nucleotideos). As sequéncias vélidas processadas foram
comparadas com o banco de dados de nucleotideos (NT/NR) do National Center for
Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nim.nih.gov) (ALTSCHUL et al.,

1990). Foram definidas possiveis classificacées em diferentes niveis taxonémicos.
2.2.2 Resultados e discussao

2.2.2.1 Caracterizacao quimica das folhas de bambu

Levantamento realizado anteriormente na mesma parcela onde as folhas e
liteira de bambu foram coletadas revelou a presenca de duas espécies de bambu:
Chusquea kunth (Poaceae) e Merostachys spreng (Poaceae) (PADGURSCHI,
2010), sendo que plantas do género Merostachys tem presenca macica de apenas
uma espécie: Merostachys neesii Ruprecht, e € endémica da Mata Atlantica
(JUDZIEWICZ et al., 1999; FILGUEIRAS et al., 2009). Conhecendo a morfologia e
ocorréncia das espécies, foram coletadas amostras de folhas e liteira de bambu do
género M. neesii. Os resultados de analise de macro e micronutrientes das folhas e
liteira de bambu encontram-se na Tabela 2.1.

Os valores de concentragdo de N nas folhas e liteira de bambu estdo entre 20 e
21 g kg™ aproximadamente. Alguns estudos apontam que a concentracdo de N em
folhas de bambu pode variar de acordo com a espécie avaliada. Na espécie de
bambu Pleioblastus amarusa, a concentracdo de N foi de 6,21 g.kg"', concentracdo
muito maior do que os ja observados em outras espécies de bambu, que variam de
0,65 a 3,56 g kg' (TU et al., 2013), porém muito menores comparado aos
observados na espécie M. neesii encontrada na Mata Atlantica. Apesar desses
resultados, a concentragdao de N e K nas folhas de bambu sdo normalmente maiores
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em relacdo aos demais nutrientes em razao do maior requerimento nas folhas

(MENDES et al., 2010).

Tabela 2.1 - Caracterizacao quimica das folhas e liteira de bambu da Mata Atlantica. Os valores

representam médias (n=4) * desvio padrao

Nutrientes Folha Liteira
N (g kg™) 20,9+0,8 19,7 £2,34
P(gkg™ 0,9+0,15 0,6 + 0,06
K (g kg™ 11,5 +4,3 1,6 £ 0,21
Ca(gkg) 1,4+0,2 2,59 + 0,59
Mg (g kg™) 0,98 +0,13 0,7 £0,07
S (gkg") 2,11+2,36 1,6 £0,32
B (mg kg™ 3,79 + 0,41 8,22 + 2,40
Cu (mg kg™ 8,32 +1,28 7,9 +1,14
Fe (mgkg™) 98,3+21,9  360,6 +84,9
Mn (mg kg™ 126,6 + 113,1  404,8 + 87,1
Zn (mg kg™ 19,8 +5,8 23,7+3,5

Segundo Embaye e colaboradores (2005), em floresta de bambu na Etiépia, as
concentragdes de nutrientes na folhas da espécie Yushania alpina variaram bastante
com a idade e com as diferentes partes das plantas analisadas. Os autores
encontraram uma variacdo do N entre 16,4 a 17,8 g kg™, o fésforo variou de 1,4 a
1,9 g kg™, as concentragdes de potassio variaram entre 8,7 a 17,6 g kg™ e o célcio
variou entre 1,6 a 3,6 g kg™'. Na espécie Bambusa bambos, Shanmughavel e Francis
(1996) verificaram variagdes na concentracao dos nutrientes nas diferentes partes
das plantas também ao longo do tempo. As concentra¢des nas folhas foram de 19,0
gkg'deN; 3,30 gkg” de P; 16,0 g kg de K; 5,10 g kg™ de Ca e 5,40 g kg™ de Mg.
Dessa forma, nota-se que a espécie de bambu M. nessii encontrada na Mata
Atlantica nao difere muito na concentragdo dos nutrientes das demais espécies de
bambu cultivadas em outros paises. Embora a concentracdo de nutrientes varie com
0 gendtipo, idade, ambiente e com a parte da planta, usando como referéncia a
concentracao em folhas, que é normalmente alta no bambu, em diferentes espécies,
idades e locais, ha uma tendéncia para a sequéncia K > N > Ca > Mg > P
(KLEINHENZ e MIDMORE, 2001; SHANMUGHAVEL e FRANCIS, 2002; EMBAYE et
al., 2005). Como pode ser observado nas amostras da Mata Atlantica, sao
observadas maiores concentracdes de N do que de K, e isso pode estar relacionado
a elevada atividade da nitrogenase relatada por Gomez (2012) que também
verificou baixos valores de 5'°N, sugerindo assim grande aporte de N via FBN.
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Em liteira, a concentracdo de N (19,7 g kg™') foi maior que as observadas em
liteira das espécies de bambu S. kurilensis (10,06 g kg') e B. ermanii (14,5 g kg™
(TRIPATHI et al., 2006). Segundo os mesmos autores, a concentragdo de N menor
na liteira em comparagédo com as folhas verdes sugere uma translocacao de parte
do N para a planta antes da queda das folhas. Essa translocagao e/ou diferenca nao
foi visualizada nas amostras avaliadas neste trabalho, ja que ndo houve uma
diferenca significativa nas concentracbes de N apresentados pela liteira e folhas
amostradas na floresta Atlantica. Talvez isso ndao tenha ocorrido em funcdo da
época do ano amostrada, ou seja, ndo era a época de reposi¢ao das folhas.

Os solos da Mata Atlantica sdo caracterizados como muito acidos, com elevado
teor de A** e baixa fertilidade, além de uma reserva nutricional restrita na camada
superficial (JOLY et al., 2008). Além disso, apresentam potencial relativamente alto
de lixiviacdo de alguns nutrientes como NO™® e K* e elevada capacidade de fixacdo
de P. A acidez do solo pode interferir na absorcdo de inUmeros nutrientes como o
caso de cations basicos como K, Ca e Mg.

Martins (2010) observou elevados teores de matéria organica na parcela
estudada, relacionado com temperaturas amenas em altas altitudes, o que leva a
uma decomposi¢ao mais lenta da matéria organica, refletindo em elevados teores de
MO e de relacao C:N. Em liteira sdo reportados maiores taxas de FBN por bactérias
de vida livre em plantas com maior relagao C:N (HEDIN, et al., 2009). Em condi¢des
de laboratorio, a atividade da enzima nitrogenase € inversamente proporcional a
quantidade de N no meio, e diretamente relacionada com a relacdo C:N do meio de
cultura (REED et al., 2011).

E provavel que o fornecimento de nutrientes ao solo venha em maior parte da
vegetacdo via liteira do que pelo material de origem (HERRERA, 1985), e
possivelmente as folhas de bambu, que sdo abundantes naquela regido, contribuam
para o aporte de nutrientes do solo. No entanto, como a concentragdo de nutrientes
minerais nas folhas e liteira afetam a estrutura da comunidade microbiana ndo €
sabido.

Por meio da andlise de atividade de reducdo de acetileno e 3'°N nas folhas de
M.neesii, verificou-se elevadas taxas de ARA e baixos valores de &'°N, indicando
que a FBN é elevada (GOMEZ, 2012), sugerindo que parte do N nas folhas é
proveniente da FBN. Espécies capazes de realizar FBN apresentam valores de &'°N
menores do que aquelas nao fixadoras (RESENDE, 2000). Apesar da concentragao
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de N ser relativamente altas nas folhas de bambu, Lindow e Brandl (2003) destacam
que nutrientes como N ou Fe nao sado tao importantes para determinagcdo da
comunidade microbiana presente na superficie das folhas quanto a fonte de
carbono.

Condicbées nutricionais e disponibilidade de agua sao normalmente os
principais fatores que influenciam a distribuigdo da comunidade microbiana na
filosfera (LINDOW; BRANDL, 2003). Segundo Reed e colaboradores (2008),
concentragbes de P e relacdo C:N nas folhas sdo importantes e influenciam nas
taxas de fixagdo de bactérias diazotroficas de vida livre. A alta demanda de P é
explicada pela alta demanda de energia (ATP) necessaria pelas bactérias
diazotréficas para a realizacdo da FBN (VITOUSEK et al. 2002), ja que 0 processo
demanda grande gasto de energia (REED et al. 2011). Além disso, a concentragéo
de N nas folhas € um dos fatores que mais influencia na capacidade fotossintética
da planta, na fixacao de C e crescimento da planta (RICO et al., 2014).

Além das caracteristicas quimicas das folhas, inumeros fatores podem
influenciar na comunidade microbiana presente na filosfera de bambu.
Caracteristicas relacionadas com a morfologia da folha (MECHABER et al, 1996),
fontes de C e substancias liberadas do interior para a superficie das folhas também
podem interferir na colonizagdo das bactérias. A idade da folha também é um fator
importante para a sobrevivéncia dos epifiticos. Folhas novas apresentam sua
cuticula preservada, qual atua como uma barreira contra perda de agua, variagdes
de temperatura e protecao contra patégenos (BEATTIE, 2002).

Em geral, as diversas espécies florestais encontradas na Mata Atlantica
possuem capacidade variada de concentracdo dos nutrientes. Os valores dos
nutrientes analisados nas folhas e liteira de bambu assemelham-se aos ja
observados em outras espécies de bambu de florestas tropicais. Cunha e
colaboradores (2009) trabalhando em fragmentos da Mata Atlantica no Rio de
Janeiro observaram também valores relativamente maiores de nutrientes nas folhas
comparados aos observados nas folhas de M. neesii da Mata Atlantica, mas ainda

assim, limitantes ao desenvolvimento das plantas.

2.2.2.2 Isolamento das bactérias da filosfera e liteira de bambu
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Por meio do isolamento de bactérias da superficie das folhas e liteiras de
Bambu da Mata Atlantica, foi obtido um total de 120 isolados, sendo 50 isolados
originados das folhas e 70 da liteira de bambu. A caracterizagdo morfologica e
identificagdo dos isolados estdao apresentadas no Anexo F. O meio de cultura
utilizado era totalmente isento de N, o que indica o crescimento de bactérias que
utilizam N, atmosférico (DOBEREINER, 1995). Todos os isolados apresentaram
caracteristicas semelhantes tais como crescimento lento (no minimo 5 dias),
coloragcao amarelada ou esbranquicada, colénias gomosas e de carater acidificante
em meio de cultura livre de N (Figura 2.3).

Os isolados também foram caraterizados quanto ao crescimento em outros
meios de cultura como JNFb e Dyg’s tanto em placa contendo meio de cultura
sélido, quanto na forma liquida ou semissolido. Em todos os casos, os isolados
cresceram e acidificaram o meio de cultura. Mesmo que o meio Dyg’s ndo seja
apropriado para isolamento de ampla populacao de diazotroficos, devido a sua
composigado, 0 objetivo principal da utilizacdo deste meio foi selecionar bactérias
pertencentes a diversos géneros, e também por ser um meio rico que possibilita o
crescimento rapido das bactérias.

O método para isolamento de bactérias diazotréficas utilizado permitiu a
obtencdo de um numero consideravel de morfotipos bacterianos, todos
caracterizados como gram-negativos. Porém, a identificagdo baseada apenas em
caracteristicas morfoldgicas pode ndo ser confiavel. Mirza e colaboradores (2012)
testaram o isolamento de bactérias diazotréficas de vida livre de solos da Amazénia
por trés métodos distintos, e obtiveram um total de 794 colbnias puras e isoladas,
sendo a maioria deles obtidos pelo mesmo método utilizado no presente trabalho,
confirmando a eficiéncia da técnica utilizada para obtengéo de isolados de bactérias
diazotréficas de vida livre.

A partir do isolamento e purificacdo dos isolados, todos foram caracterizados
com relacdo ao seu potencial em fixar N2 “in vitro” e apenas 0s que apresentaram
resposta positiva foram caracterizados bioquimicamente. Posteriormente, todos
foram identificados por meio de técnicas moleculares.
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Figura 2.3 — Imagem dos isolados bacterianos diazotréficos epifiticos cultivados em meio de cultura
isento de N aos 10 dias de incubacgéo a 28° C

2.2.2.3 Fixagao biolégica de nitrogénio “in vitro”

O carater diazotrofico dos isolados foi determinado com base na capacidade do
complexo nitrogenase em reduzir acetileno como substrato alternativo. Todos os
isolados bacterianos foram submetidos ao teste de reducdo de acetileno, em
triplicata. Quando os isolados foram cultivados em meio JNFb, todos apresentaram o

desenvolvimento de uma pelicula caracteristica no frasco com o meio de cultura. De
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todos os isolados testados, 48 foram capazes de reduzir o acetileno a etileno,
podendo ser considerados diazotroficos.

Nas condi¢cbes do presente trabalho, em termos quantitativos, a atividade da
nitrogenase variou entre 5 e 30 nmol de CzHs h™" mg'proteina (Figura 2.4).
Comparando-se as bactérias com relacdo ao substrato de onde foram isoladas, as
bactérias isoladas de liteira apresentaram maiores taxas de ARA do que os isolados
das folhas de bambu. Dentre eles, 60% dos isolados ndo fixaram nitrogénio (0 nmol
de CzHs.h™ .mg'proteina), 15% apresentaram baixa fixacédo (0,1-11 nmol de CoHs.h™
.mg'proteina), 20% apresentaram fixagao intermediaria (11-20 nmol de CoHs.h™'.mg’
'proteina) e 5% apresentaram alta fixagdo (>20 nmol de CoH4 h™'.mg”proteina). A
analise estatistica do resultado da atividade da nitrogenase indicou ndo haver
diferenga significativa entre os isolados.

A capacidade de fixacao biol6gica de bactérias em reduzirem acetileno em
meio de cultura € variada, como observado em bactérias isoladas de arroz
(ARAUJO, 2008) e de raizes de milho (PEDRINHO, 2009). Acredita-se que a baixa a
atividade da nitrogenase a quantidade e qualidade da fonte de C utilizado no meio
de cultura, que pode interferir na atividade enzimatica (PEDRINHO, 2009). A
atividade da nitrogenase em plantulas de arroz inoculadas com bactérias
diazotréficas foram dependentes da adicdo de C no meio de enraizamento
(GYANESHWAR et al 2001). Algumas bactérias necessitam de meios de cultura
apropriados para expressar a atividade da nitrogenase e por esse motivo
possivelmente algumas bactérias nao apresentaram atividade da nitrogenase,
mesmo crescendo em meio de cultura sem N (BALOTA et al.,1999).

Segundo Shahi e colaboradores (2011), foram observadas variagdes
significativas com relagcdo a atividade da nitrogenase de bactérias diazotréficas
isoladas da rizosfera de arroz, e mesmo assim, as mesmas apresentaram grande
potencial para o desenvolvimento de biofertilizantes em ensaios de campo, devido a
capacidade de promocao de crescimento de plantas que apresentaram. A atividade
da nitrogenase neste trabalho variou entre 0,23 e 1,72 pmol de CzH4 mg'proteina h’
1.

E importante ressaltar que a técnica de reducdo de acetileno foi utilizada como
uma avaliacao qualitativa, ja que diversas condicbes como tempo de incubagédo do
gas e quantidade de indculo, por exemplo, podem interferir na avaliacao da atividade
da nitrogenase (LIFSHITZ et al., 1986; GILLER, 1987; VESSEY, 1994). Esta técnica
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€ um método indireto para avaliar a FBN e alguns isolados que apresentam alto
potencial de FBN in vitro podem n&o apresentar uma associacao eficiente com as

plantas (HAN e NEW, 1998).
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Figura 2.4 — Atividade de reducéo de acetileno em culturas puras de bactérias diazotréficas epifiticas
isoladas da Mata Atlantica, apés 1h de incubagéo a 28°C.

2.2.2.4 Solubilizacao de fosfato inorganico

Quanto a capacidade de solubilizacdo de fosfato inorganico na forma de
CaHPO4s em meio de cultura, 50% dos 48 isolados testados apresentaram a
formacéo de halo, indicando resposta positiva neste ensaio (Figura 2.5). Apenas o
isolado D6L apresentou indice de solubilizagdo médio (1S=3,79),sendo
significativamente superior (p<0,05) aos demais isolados, ao 15° dia de avaliacao.
Dos isolados que apresentaram resposta positiva, 48% apresentaram indice de
solubilizacdo baixo, variando de 1,15 a 1,86 (Tabela 2.2). Dos 6 isolados que
apresentaram alta fixagdo no teste de ARA, apenas o isolado I7L foi capaz de
solubilizar fosfato, os demais ndo apresentaram halo de solubilizacao.

Os resultados corroboram aos apresentados por Marra e colaboradores (2012)
em que a maior parte das bactérias diazotroficas testadas também apresentaram
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indice de solubilizagao baixo (1S<2,0) quando avaliado para CaHPO4. Apesar disso,
o maior indice de solubilizacao (1S=3,79) obtido para o isolado D6L foi maior do que
aqueles apresentados por Marra e colaboradores (2012) (1S=3,55) e Ogut e
colaboradores (2010) (1S=2,0).

A capacidade de solubilizar fosfatos in vitro de algumas bactérias diazotréficas
nem sempre ocorre de forma semelhante. Muitas vezes esse processo depende da
presenca de diferentes fontes de C ou mesmo de diferentes fontes de P no meio de
cultura (FILHO; VIDOR, 2000).

Hara; Oliveira (2004) observaram que dentre as 30 bactérias isoladas de solos
com alta acidez e elevadas concentracdes de Al da regido Amazénica, 57% foram
capazes de solubilizar fosfato, entretanto apresentaram baixo indice de
solubilizagdo. No presente trabalho, observa-se que a propor¢cédo entre bactérias
solubilizadoras e nao solubilizadoras foi semelhante aos resultados obtidos por
Hara; Oliveira (2004), indicando comportamento semelhante entre muitas das

bactérias isoladas de biomas e condicdes distintas.

Figura 2.5 - Halo indicando solubilizagdo de fosfato inorgédnico em meio de cultura. A e B. Isolados
que solubilizaram fosfato de célcio em meio de cultura. C e D. lIsolados que
apresentaram crescimento, mas ndo solubilizaram fosfato em meio de cultura
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Tabela 2.2 — Capacidade de solubilizacdo de fosfato de célcio de bactérias diazotréficas epifiticas
isoladas da Mata Atlantica

| @ colénia (cm) @ halo (cm) 1.8.0 Classe de solubilizagao

solados
A5F 6.6 12,3 1,86 b Baixa
A6F 7,42 CNS® - -
A7F 5,42 CNS - -
B6F 8,76 CNS - -
C5F 10,02 12,28 1,22b Baixa
C6F 13,7 CNS - -
D4F 6,86 12,13 1,76 b Baixa
D6F 6,31 CNS - -
E4F 5,69 CNS - -
E5SF 6,33 CNS - -
E7F 6,9 10,16 1,47b Baixa
G5F 7,71 8,92 1,15b Baixa
G7F 10,03 CNS - -
G8F 10,59 12,7 1,19b Baixa
H4F 10,53 CNS - -
H6F 13,94 CNS - -
H8F 9,97 12,48 1,25b Baixa
I7F 6,32 8,23 1,30 b Baixa
J6F 7,89 CNS -
J7F 7,26 8,79 1,21b Baixa
A5L 9,51 CNS - -
A6L 10,57 15,14 1,43Db Baixa
B5L 8,83 CNS -
B6L 9,7 14,15 1,45b Baixa
B7L 11,66 14,89 1,27b Baixa
C4aL 8,23 CNS - -
C5L 7,01 CNS - -
CéL 2,74 CNS - -
C7L 14,85 CNS - -
DoL 9,83 15,92 1,61b Baixa
Dé6L 5,96 22,47 3,79 a Média
ESL 6,37 CNS - -
E6L 6,13 CNS - -
EOL 13,24 19,72 1,48 b Baixa
F4L 9,93 14,82 1,49b Baixa
F5L 14,4 17,37 1,20 b Baixa
F8L 15,41 CNS - -
G4L 2,15 CNS - -
H4L 8,23 CNS - -
H7L 13,05 CNS - -
I5L 6,11 CNS - -
7L 14,27 16,74 1,17b Baixa
I7La 12,61 17,58 1,39b Baixa
I8L 16,33 19,08 1,16 b Baixa
J5L 13,62 16,84 1,23 b Baixa
J6L 14,29 17,68 1,24 b Baixa
J7L 8,39 10,83 1,29 b Baixa
J8L 12,39 16,4 1,32 b Baixa

M indice de Solubilizagao apos 15 dias.

Os dados sao médias de 4 repeticdes. Médias seguidas pela mesma letra nas colunas nao diferen
entre si pelo teste de scott knot (p<0.05).

@) CNS = cresceu e nio solubilizou.
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Algumas bactérias capazes de solubilizar fosfatos inorganicos normalmente
apresentam outros mecanismos promotores de crescimento das plantas e as
mesmas sao comumente conhecidas como bactérias promotoras de crescimento
vegetal (PGPR) (VESSEY, 2003). A obtencao de isolados com capacidade de
solubilizar fosfatos no solo é uma etapa muito importante na selegcdo de bactérias
para a producao de inoculantes com potencial para serem utilizadas na agricultura
(SOUCHIE et al., 2005). Foram descritas como sendo eficientes em solubilizar
fosfatos, bactérias dos géneros Pseudomonas, Bacillus e Rhizobium (RODRIGUEZ;
FRAGA, 1999) e muitas delas utilizadas em inoculantes aplicados na agricultura com
sucesso. Até o presente, apenas trabalhos realizados por Mwaijita e colaboradores
(2013) descrevem bactérias diazotréficas isoladas da rizosfera e filosfera de arroz
cultivados no Quénia com capacidade de solubilizagdo de P inorganico.

2.2.2.5 Producao de acido indol-3-acético (AlA)

Nas condi¢cdes testadas, todos os isolados apresentaram habilidade de
produzir AIA em meio de cultura contendo L-triptofano, variando entre 1,71 e 51,77
ug.mL?'. Ja na auséncia desse precursor, 56% dos isolados apresentaram a
producdo de AlA, variando de 1,28 a 22,42 uyg.mL™" (Tabela 2.3). Os isolados J7L e
H8F apresentaram os maiores niveis de producao de AlA tanto no meio de cultura
contendo L-triptofano, bem como na auséncia do aminoacido. De maneira geral, na
presenca do L-triptofano, 69% dos isolados produziram AlA em concentragéo alta,
variando entre 11-50 pg.mL"', 30% produziram AIA entre 1-10 pg.mL"', e 2%
produziram elevada concentragdo de AIA (> 50 ug.mL™") (Figura 2.6A). Na auséncia
do precursor, 39% nao produziram AlA, 55% produziram intermediaria concentracao
de AIA (1-10 ug.mL™), e 7% apresentaram alta concentragdo de AIA (11-50 pg.mL™)
(Figura 2.6B).

O predominio de isolados bacterianos que produzem AIA na presenca do
percursor também foi observado por Gravel e colaboradores (2007) os quais
analisaram o potencial da bactéria do género Pseudomonas putida na promog¢ao de
crescimento de tomate. Apesar disso, outras vias independentes de L-triptofano ja
foram descritas (SPAEPEN et al., 2007), o que explica a sintese de AlA na auséncia

do mesmo.
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Yasmin e colaboradores (2007) avaliaram a capacidade de 15 isolados

bacterianos quanto a producao de AlA e todos se mostraram capazes de produzir 0

fitorménio sendo que, em meio suplementado com L-triptofano o isolado UPMSP9

apresentou a maior concentracdo de AIA (46,66 pug.mL™"). Os autores também

verificaram que a presenca do aminoacido aumentou a producao de AlA de diversos

isolados, mostrando que a producéo esta ligada a rotas metabdlicas dependentes do

L-triptofano. Os resultados obtidos no presente trabalho condizem com os obtidos

pelos autores citados, evidenciando que os isolados avaliados provavelmente

também utilizam a via do L-triptofano na produgéo de AlA.

Tabela 2.3 — Produgao de AIA de bactérias diazotréficas epifiticas isoladas da Mata Atlantica, na

presenca e auséncia de L-triptofano

(Producao de AIA (ug.mL™)

Isolados triCp(:Q;a;o triS’p(?[(r)r;aho Isolados tr(iiac'zcr)?aho tr?p(?[cr)r;aho
A5F 10,97 C - B7L 44 45 A -
A6F 12,95 C 1,96 c C4L 12,42 C -
A7F 5,76 D - C5L 422D -
B6F 30,23 A 4,38 ¢ CeL 27,48 B -
C5F 16,99 C 2,00c C7L 439D -
C6F 26,24 B - DOL 12,83 C -
D4F 26,25 B 1,28 c D6L 42,83 A 3,06 c
D6F 12,88 C - E5L 6,32 D -
E4F 12,95C - E6L 10,02 C -
E5F 18,30 C - E9L 1,71 D -
E7F 10,29 C - F4L 4518 A 2,78 ¢
G5F 413D 1,94 c F5L 11,94 C 3,50 ¢
G7F 5,48 D 2,28 ¢ F8L 489D 2,67 ¢
G8F 40,40 A 6,14 ¢ G4L 29,14 B 9,42 b
H4F 34,94 B 3,39 ¢ H4L 7,42 D 8,02b
H6F 6,77 D 1,77 c H7L 39,99 A 4,23 ¢
H8F 51,77 A 13,72 a I5L 16,71 C 4,77 ¢
I7F 38,52 A 4,48 c I7L 39,75 A 5,86 ¢
J6F 16,82 C - I7La 33,70B 2,84 c
J7F 8,27 D 4,68 c 18L 48,69 A 4,74 c
A5L 8,29 D - J5L 34,35 B 4,40 c
A6L 16,25 C - J6L 47,38 A 6,30 c
B5L 15,87 C - J7L 45,96 A 2242 a
B6L 5,54 D - J8L 36,96 B 10,59 b

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente, pelo teste de Scott-Knott, (p<0.05).
Letras mailsculas comparam meios suplementados com L-triptofano e mindsculas comparam meio
sem L-triptofano; dados originais transformados em raiz quadrada de (x).
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B G0 produziu
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Figura 2.6 — Frequéncia dos isolados que apresentaram capacidade de producdo de AlIA (A) na
presenca do precursor L-triptofano e (B) na auséncia do precursor L-triptofano. De
acordo com a concentracdo de AlA detectada, temos: <1 |,1g.mL'1 (baixa producao); 1-
10 pug.mL” (média producéo); 11-50 pug.mL" (alta producéo); >50 pg.mL" (elevada
producéo de AlA)

Os isolados da filosfera de bambu da Mata Atlantica apresentaram alta
capacidade em produzir AlIA, o que contradiz relatos na literatura que demonstram
que as bactérias da filosfera s&o ineficientes para produzir AIA (LINDOW; BRANDL,
2003; MWAJITA et al., 2013). E importante ressaltar que mesmo com elevada
producéo de AlA, a funcao dos fitorménios produzidos pelas comunidades epifiticas
nao estd muito bem esclarecida. A producao de AIA por bactérias epifiticas pode
estar relacionada a uma maior competitividade durante a colonizacdo da planta
hospedeira (BRANDL; LINDOW, 1998). Na rizosfera, a producédo de AIA pode
aumentar o volume de raizes adventicias, o que favorece a absorcdo de agua e
nutrientes e este, por sua vez, libera exsudatos para as bactérias no solo. Ja4 na
superficie foliar, o fitorm6nio pode promover o afrouxamento da parede celular,
podendo ainda estimular a liberagdo de acucares (FRY, 1989; GOLDBERG, 1980).
Além disso, o horménio secretado pelas bactérias pode promover o crescimento das
plantas de forma indireta, influenciando na atividade da enzima ACC desaminase (1-
aminociclopropano-1-carboxilato), que € um precursor do etileno (PATTEN, GLICK,
2002). Segundo Li e colaboradores (2000) e Glick (2001), bactérias mutantes
promotoras de crescimento vegetal, que ndo produzem ACC desaminase, também
perderam a habilidade de estimular o alongamento das raizes. O AIA produzido
pelas bactérias pode aumentar a transcricdo e atividade da ACC sintase, que
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catalisa a producdo de ACC nas plantas (JACOBSON et al., 1994; PECK |,
KENDE;1995, LI, GLICK, 2001).

2.2.2.6 Producao de ACC desaminases

Com relacdo a produgcdo de ACC desaminase, sete (16%) dos 48 isolados
apresentaram crescimento acentuado no meio M9+ACC podendo entdo ser
considerados possiveis metabolizadores da enzima ACC desaminase (Tabela 2.4).
Glick (2005) demonstrou que tanto as bactérias do solo produtoras de ACC
desaminase, quanto seu transgene em plantas sdo capazes de atuar na protecao as
plantas quanto a estresses bidticos e abidticos. Tal caracteristica elucida um
possivel uso dessa enzima nas praticas agricolas. Além disso, a atividade da enzima
ACC desaminase nao afeta a estrutura das raizes, sugerindo que a enzima pode
estimular o crescimento de fungos micorrizicos arbusculares (GAMALERO et al.,
2008). Também foram obtidos resultados que demonstram uma relagao sinérgica
positiva entre isolados bacterianos produtores de ACC desaminase e fungos
micorrizicos que culminam em um maior crescimento da planta e da atividade

fotossintética.

2.2.2.7 Producao de quitinases

Dos 48 isolados analisados, apenas 8% formaram halos ao final de 16 dias em
meio de cultura contendo quitina como unica fonte de C (Figura 2.7), (Tabela 2.4).
Importante ressaltar que 4 dos isolados que produziram quitinases (H4F, H8F, I7F e
J7L) também apresentaram resposta positiva tanto nos testes de reducdo de
acetileno, solubilizacao de fosfato e producgao de AlA.

A baixa frequéncia de bactérias diazotréficas capazes de produzir quitinases
no presente trabalho também foi observada em trabalhos semelhantes. Ribeiro
(2012), ao testar a capacidade de 97 isolados de rizobactérias quanto a sintese de
quitinases nao obteve resultados positivos, apesar de apresentarem outros
mecanismos de promocao de crescimento vegetal como FBN e producao de AlA e
sideroforos.
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Figura 2.7 — Halo indicando producdo de quitinases em meio de cultura. A e B. Isolados que
produziram halo de solubilizacio em meio de cultura. C e D. Isolados que
apresentaram crescimento, mas ndo produziram halo em meio de cultura apés 16 dias.

Alguns micro-organismos que ndo possuem quitina em sua parede celular
podem produzir quitinase com objetivo de degradar quitina de outros organismos e
obter nutrientes, na auséncia de outras fontes de carbono, como no caso de
bactérias do solo. Em associagdo com as plantas, a producédo de quitinases esta
relacionada com a defesa contra fungos fitopatogénicos (SHAIKH; DESHPANDE,
1993), caracteristica interessante em possiveis bactérias selecionadas para a
producédo de inoculante.

A producdo de quitinases ja foi reportada em 3 linhagens de Pseudomonas
fluorescens (epifitica) em que foi confirmada a atividade antagonista ao fungo
Colletotrichum falcatum relacionada a producdo de quitinases (VISWANATHAN;
SAMIYAPPAN, 2004). Da mesma forma Velusamy e Kim (2011), mostraram que
bactérias dos géneros Erwinia e Enterobacter isoladas da superficie de folhas de
algodao com sintomas de antracnose apresentaram agao antagénica a Rhizoctonia

solani, através da producao de quitinases. Burkholderia com capacidade de produzir
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quitinases e quitosanases, que sao enzimas importantes no controle bioldgico de
fitopatogenos, também foram observadas em ensaios in vitro (SHIMOSAKA et al.,
2000). A importancia do controle bioldégico de fungos patogénicos por meio da
produgédo de quitinases também foi relatada por Barra e colaboradores (2008). Dos
43 isolados de rizosfera e filosfera de plantas cultivadas de importancia econémica,
22 foram capazes de produzir quitinases. Da mesma maneira, Shaharoona e
colaboradores (2006) detectaram algumas linhagens de Pseudomonas com elevada
habilidade de promover o crescimento vegetal, e atribui a esse potencial a producao
de quitinases e ACC-desaminases.

2.2.2.8 Producao de sideroforos

Dentre todos os 48 isolados testados, 17% foram capazes de produzir
sider6foros (Tabela 2.4). Os sideréforos produzidos pelas bactérias retiram o ferro
presente na solucdo de CAS, alterando a coloragdo do meio de cultura (Figura 2.8)
(ALEXANDER; ZUBERER, 1991). Sideréforos sdo moléculas de peso molecular
baixo que tem a funcdo de sequestrar o Fe do ambiente e o tornar disponivel para
as células. O Fe desempenha um papel essencial no metabolismo dos micro-
organismos. Em condi¢des aerdbicas, é responsavel pela reducdo de oxigénio na
sintese de ATP (NEILANDS, 1995).

Dos 8 isolados que apresentaram resposta positiva no teste de produgéo de
sider6foros, todos também apresentaram resposta positiva a pelo menos dois outros
testes realizados anteriormente, indicando elevado potencial para producédo de
biofertilizantes.

A capacidade em produzir sideroforos foi obtida em 85% dos isolados
bacterianos obtidos da rizosfera de tabaco (TIAN et al, 2009). Segundo os autores,
bactérias do género Pseudomonas, Enterobacter, Serratia, Pantoea, Erwinia e
Stenotrophomonas estao entre as capazes de produzir sideréforos em condicdes de
baixa concentracdo de ferro no meio de cultura. Cianobactérias isoladas da
superficie de folhas de Merostachys neesii, Euterpe edulis, Garcinia gardneriana e
Guapira opposita da Mata Atlantica, apresentaram alguns mecanismos de
crescimento vegetal in vitro, porém nao foi observada producdo de sider6foros in
vitro, sugerindo que as cianobactérias isoladas da Mata Atlantica podem auxiliar no
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crescimento das plantas por outros mecanismos de crescimento, mas nao pela
producao de sideréforos (ANDREOTE, 2013).

Tabela 2.4- Produgédo de quitinase, atividade de ACC desaminase e produgdo de sideréforo das
bactérias diazotroficas epifiticas isoladas da Mata Atléntica

Produgdo Atividade de Produgéao Produgdo Atividade de Produgao
Isolados de ACC de Isolados de ACC de
quitinase desaminase sideréforo quitinase  desaminase sider6foro

A5F - - - B7L - + -
A6F - - + C4L - - -
A7F - - - C5L - - -
B6F - - + CeL - - -
C5F - - + C7L - - -
C6F - - - DOL - - -
D4F - - + D6L - - -
D6F - - - E5L - - -
E4F - - - E6L - - -
E5F - - - E9L - - -
E7F - - - F4L - - -
GSF - - - F5L - - .
G7F - - - F8L - - -
G8F - - - G4L - - +
H4F + - - H4L - - -
H6F - - + H7L - -

H8F + + - I5L - -

I7F + + + I7L - + -
J6F - - - 17la - - -
J7F - - - I8L - - -
A5L - - - J5L - - -
A6L - + - J6L - - -
B5L - - - J7L + + -
B6L - + - J8L - - -

+, com producéo; -, sem producao
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Figura 2.8- Coloragao laranja indica producao de sideréforo

2.2.2.9 Andlise de BOX-PCR

Para lIsolados bacterianos filogeneticamente muito préximos (BRUIJN et
al.,1996) BOX-PCR é uma técnica que pode ser utilizada para distingui-los (MENNA
et al., 2009) e pode ser aplicada para analise genotipica de populacdes de bactérias
diazotréficas de maneira eficiente (LAGUERRE et al., 1997; KASCHUK et al., 2006).

Todos os 48 isolados selecionados foram analisados por BOX-PCR, a qual
baseia-se na utilizagdo de um unico oligonucleotideo como iniciador para amplificar
regides repetitivas dispersas no genoma, gerando um “fingerprint” ou impressao
digital de cada isolado bacteriano (VERSALOVIC et al.,, 1994). Dentre os isoldos
analisados, 7 ndo apresentaram produto de amplificagdo.

Considerando-se que cada padrdao de bandas representa uma populacao
distinta, a analise por BOX-PCR mostrou alta dissimilaridade entre o padrdo de
banda dos isolados, indicando alta diversidade genética. A analise dos padrdes de
banda resultou na formacdo de 30 padrées de bandas distintos, sugerindo a
existéncia de 30 diferentes populagcbes bacterianas diazotroficas na filosfera de
bambu.
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Através de analise de agrupamento hierarquico, foi possivel agrupar o0s
isolados em trés grandes grupos, considerando a distancia euclidiana minima de 1,6.
Os grupos | e Il sdo formados por isolados tanto da liteira quanto das folhas de
bambu. Ja o grupo Il € formado quase que exclusivamente por isolados da liteira,
sugerindo uma correlagdo com o microambiente de onde os isolados foram obtidos
(Figura 2.9). Porem, resultados de analise discriminante dos padrdes de bandas dos
géis do BOX-PCR sugerem que nao existe diferenca entre os isolados de folha e
liteira (Wilks' lambda= 0,5549, p>0,05), presentando baixa probabilidade dos
isolados se agruparem em funcdo do microambiente de origem (F= 1,7277, prob =
0,1098). Da mesma forma, a analise multivariada de escala multidimensional
(NMDS) mostrou que existe uma baixa tendéncia dos isolados se agruparem em
funcdo do local de origem (stress=0.13, Figura 2.10), sugerindo que gendtipos
similares de bactérias diazotréficas ocorrem tanto nas folhas quanto na liteira de
Bambu.

Os dados obtidos por meio da técnica molecular BOX-PCR sugerem que existe
uma grande diversidade de bactérias epifiticas na superficie das folhas e liteira de
Bambu, e com isso, todos os isolados foram sequenciados para identificacao e
andlise mais detalhada.
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Figura 2.9 — BOX-PCR dos isolados bacterianos de filosfera e liteira de Bambu da Mata Atlantica. A.
Agrupamento hierarquico com base no perfil de bandeamento dos géis B. Produtos de
amplificagéo dos isolados bacterianos por BOX-PCR
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Figura 2.10 — Andlise multivariada de escalonamento multidimensional ndo-métrico (NMDS) com base
no perfil de bandas apés BOX-PCR de bactérias diazotréficas, considerando-se os dois
locais de origem das mesmas, sendo + (bactérias isoladas das folhas de Bambu); <>
(bactérias isoladas das liteiras de Bambu). NMDS gerado com base em matriz de
similaridade de Bray-Curtis

2.2.2.10 Analise de sequenciamento do gene rRNA 16S dos isolados

Sequéncias de 11 isolados analisados apresentaram baixa similaridade com
sequéncias depositadas no RDP que podem representar novas espécies ainda néo
descritas. Novas andlises de sequenciamento serdo necessarias para melhor definir
a afiliacdo taxon6mica desses organismos. Dentre as sequencias analisadas, 33
apresentam alta similaridade com sequéncias de bactérias diazotroficas da familia
Enterobacteriaceae (Proteobacteria), (Tabela 2.5). Levando-se em consideragao
95% de similaridade entre as sequéncias para definicido de afiliacdo, 75% dos
isolados estudados sdo pertencentes a classe Gammaproteobacteria, e familia
Enterobacteriaceae. 32% dos isolados apresentaram sequéncias similares a
Klebsiella sp. e 2% dos isolados foram similares a Serratia e Enterobacter. 37% das
sequéncias nao foram identificadas quanto ao género devido & baixa similaridade
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com 0s micro-organismos citados em banco de dados, podendo entao representar
novos géneros ou espécies. 25% das sequéncias apresentaram baixa identidade
com outras sequéncias ja depositadas no banco de dados.

Proteobacteria € um dos filos mais estudados e apresenta também o maior
namero de representantes de bactérias capazes de fixar nitrogénio atmosférico
(ZEHR, 2003; RAYMOND et al.,, 2004). O filo Proteobacteria € morfologica e
metabolicamente diversificado, além de ser o mais abundante em diversos
ambientes (MARGULIS; SCHWARTZ, 1998), e subdivide-se em 5 classes:
Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria, Gammaproteobacteria, Deltaproteobacteria
e Epsilonproteobacteria. Além disso, € 0 mais abundante entre 0s micro-organismos
encontrados na filosfera, sendo que os géneros Agrobacterium, Burkholderia,
Clavibacter, Leifsonia, Pantoea, Pseudomonas e Xanthomonas sao encontrados
mais frequentemente em diversas plantas (VORHOLT, 2012).

Lindow e Brandl (2003) mostraram que na filosfera ocorre um predominio de
poucos géneros de bactérias, como Pseudomonas, Xanthomonas, Bacillus, Erwinia
e Methylobacterium spp que foram detectados por métodos dependentes de cultivo,
porém Lambais e colaboradores (2006) observaram uma grande diversidade de
bactérias na filosfera de varias espécies florestais por métodos independentes de
cultivo, indicando uma complexidade na estrutura da comunidade microbiana na
filosfera muito maior do que se imaginava.

O conhecimento da comunidade microbiana que coloniza espécies de bambu
se restringe a poucos trabalhos. Na Mata Atlantica, observou-se grande diversidade
de espécies na filosfera de bambu da espécie M. neesii, comparando com a
diversidade de bactérias no solo sob a copa das arvores e cascas. Utilizando-se a
técnica de pirossequenciamento, verificou-se a presenca de bactérias dos filos
Proteobacteria, Firmicutes, e Cyanobacteria (GOMEZ, 2012). J& por meio de técnica
de cultivo, Andreote (2013) obteve isolados de cianobactérias também da filosfera
de M. neesii da Mata Atlantica, as quais foram identificadas por sequenciamento do
gene rBRNA 16S e afiliadas aos géneros Nostoc, Desmonostoc, Leptolyngbya,
Oculatella,Brasilonema, Pleurocapsa e Chroococcidiopsis. Recentemente foram
isoladas bactérias da filosfera de bambu da espécie Bambusa bambos originadas da
india, e foram identificadas como sendo da espécie Methylobacterium (MADHAIYAN
et al.,, 2014), espécie bacteriana comumente encontrada na filosfera de varias
plantas (CORPE, RHEEM, 1989), com capacidade de promover o crescimento das
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plantas pela producao de AlA, sideréforos e ACC desaminase (TROTSENKO et al.
2001; HOLLAND, POLACCO 1992; IDRIS et al. 2004).

Na familia Enterobacteriaceae sao encontrados inumeras bactérias
potencialmente patogénicas, tais como Pantoea, Pectobacterium Erwinia e Brenneria
(BRENNER; FARMER, 2005). Porém, ja foi demostrado que alguns representantes
desses grupos apresentam capacidade de promover o crescimento das plantas por
meio da producao de fitormdnios, solubilizacdo de fosfatos e fixagao biolégica de N
(BEHAR; YUVAL; JURKEVITCH, 2005; KAMPFER; RUPPEL; REMUS, 2005; LIN et
al., 2012; PENG et al., 2009; TAULE et al., 2011; YOUNG et al., 2006). Bactérias
pertencentes a familia Enterobacteriaceae, epifiticas e endofiticas, foram isoladas de
uma ampla variedade de culturas (ASIS & ADACHI, 2003). Kampfer e colaboradores
(2005) propuseram uma nova espécie do género Enterobacter, E. radicincitans,
capaz de produzir fitormbnios e fixar nitrogénio atmosférico. Enterobacter oryzae é
uma espeécie diazotrofica isolada da rizosfera de arroz selvagem Oryza latifolia
(PENG et al., 2009).

Bactérias do género Enterobacter também sao descritas como sendo capazes
de solubilizar fosfatos, produzir AlA, sugerindo que representantes deste género sao
importantes bactérias promotoras de crescimento de plantas (SHOEBITZ et al.,2009;
ALMETHYEB et al., 2013). Foram descristas bactérias do género Enterobacter spp.
produzindo até 258,9 ug.mL' de AIA (MONTANEZ et al., 2012) e colonizando a
filosfera de espécies cultivadas (YANG et al., 2001). Bactérias isoladas da filosfera
de trigo caracterizadas como fixadoras de N e com capacidade de produzir
citocininas também foram caracterizadas taxonomicamente, e foram descritas como
similares a familia Enterobacteriaceae (KAMPFER et al., 2005). A producao de AlA
por membros da familia Enterobacteriaceae também foi reportada tanto por Souchie
e colaboradores (2007) quanto por Kavamura e colaboradores (2013), sugerindo
assim que esse grupo de bactérias pode contribuir de maneira efetiva para o
crescimento e desenvolvimento das plantas por meio da producgédo de fitormonios em
diferentes ecossistemas.

Klebsiella € também um importante género de bactérias diazotroficas. Este
género é considerado um organismo modelo na genética da fixagdo biologica de N,
e possibilitou o estudo da regulagdo da expressdo da nitrogenase, e revela que
muitos dos genes envolvidos na FBN sdo comuns a quase todos os diazotroficos
(HOWARD; REES, 1996). Alguns autores relatam o isolamento de bactérias do
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género Klebsiella da filosfera de algumas espécies vegetais cultivadas e ainda com
potencial de fixagdo de N por meio de inoculacdo (SENGUPTA, SEN, 1981;
SAMANTA, SEN, 1986; HASHIDOKO et al., 2002).

No género Serratia sp., ja foram descritas varias bactérias de vida livre capazes
de produzir sider6foros (TIAN et al., 2009), solubilizar fosfatos (ASERSE et al., 2013)
além de possuirem agédo antagonista a fungos patogénicos (DE VLEESCHAUWER,
HOFTE 2007), sugerindo que sdo também bactérias com potencial para promover o
crescimento vegetal. Bruce e colaboradores (2010) isolaram um grande numero de
bactérias de amostras de solo da Mata Atlantica e alguns isolados foram
caracterizados como Serratia, indicando a ocorréncia desse género nao somente na
superficie das folhas, mas também no solo desse bioma.

Atraveés de técnicas moleculares como PCR-DGGE e sequenciamento do gene
rBNA 16S, o género Yersinia também ja havia sido descrito na filosfera de espécies
arbéreas da Mata Atlantica, assim como Enterobacter e Klebsiella (LAMBAIS et al.,
2006).



Tabela 2.5 — Afiliagao taxon6mica dos isolados bacterianos de folha e liteira de bambu da Mata Atlantica, a partir do sequenciamento parcial

do gene rRNA 16S (Continua)
Isolado Origem Filo Classe Ordem Familia Género
B6F Folha Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae  Enterobacter (97%)
H4F Folha Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae  Serratia (98%)
G5F Folha Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae  Klebsiella (97%)
D4F Folha Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae  Klebsiella (97%)
C6F Folha Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae  Klebsiella (100%)
H8F Folha Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae = ND
I7F Folha Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae  ND
G7F Folha Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae = ND
G8F Folha Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae  ND
E4F Folha Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae = ND
E7F Folha Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae  ND
J6F Folha Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae = ND
J7F Folha Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae  ND
E5F Folha Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae = ND
A7F Folha Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae  ND
H6F Folha Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae = ND
A6F Folha ND
D6F Folha ND
C5F Folha ND
C5L Liteira Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae  Klebsiella (97%)
JaL Liteira Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae  Klebsiella (100%)
F5L Liteira Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae  Klebsiella (97%)
A6L Liteira Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae  Klebsiella (100%)
E6L Liteira Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae  Klebsiella (100%)
G4L Liteira Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae  Klebsiella (97%)
E5L Liteira Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae  Klebsiella (97%)

€8
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Tabela 2.5 — Afiliagao taxon6mica dos isolados bacterianos de folha e liteira de bambu da Mata Atlantica, a partir do sequenciamento parcial
(Conclusao)

do gene rBRNA 16S

Isolado Origem  Filo Classe Ordem Familia Género

DOL Liteira Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae  Klebsiella (97%)
CeL Liteira Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae  Klebsiella (97%)
H7L Liteira Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae  Klebsiella (99%)
B6L Liteira Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae  Klebsiella (97%)
I7L Liteira Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae  ND

C7L Liteira Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae = ND

E9L Liteira Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae = ND

F4L Liteira Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae = ND

J5L Liteira Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae = ND

D6L Liteira Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae  ND

A5L Liteira ND

B5L Liteira ND

B7L Liteira ND

C4L Liteira ND

J7L Liteira ND

J6L Liteira ND

F8L Liteira ND

H4L Liteira ND

ND=Né&o determinado

¥8
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Como o presente trabalho tem por objetivo elaborar um biofertilizante que
seja eficiente em promover o crescimento da cana-de-acucar usando bactérias
diazotroficas e com outros mecanismos de promogao de crescimento, 10 isolados
bacterianos foram selecionados com base nos testes citados anteriormente para
inoculacao via pulverizagcéo foliar e para encapsulamento e aplicacao no solo e

determinacao de sua eficiéncia em promover o crescimento de cana-de-agucar.

2.2.2.11 Sequenciamento completo do gene rRNA 16S e gene nifH dos
isolados

Antes da realizacdo dos ensaios em casa-de-vegetacao, os 10 isolados mais
promissores em testes laboratoriais foram caracterizados quanto a sequéncia
completa do gene rBRNA 16S para confirmacdo da afiliacao filogenética e parcial
do gene nifH, responsavel pelo carater diazotréfico das bactérias. Para o gene
rRNA 16S, o comprimento das sequéncias analisadas variou de 1.300 a 1.471 pb,
representando quase todo o gene. Quanto ao gene nifH, o comprimento das
sequéncias variou entre 350 e 380 pb, representando parcialmente o gene.

Resultados de sequenciamento completo do gene rRNA 16S confirmam que
os isolados s&o similares da familia Enterobacteriaceae, porém a caracterizagao a
nivel de espécie nao foi observada. Yang e colaordadores (2001) encontraram
maior complexidade que se esperava em comunidades de bactérias associadas a
filosfera por meio de andlises baseadas no gene 16S rRNA, onde as sequéncias
obtidas coincidiam apenas 90% com as depositadas nos bancos de dados, da
mesma forma que observado para os isolados do presente estudo. Foi confirmada
a presenca do gene nifH em todos os isolados selecionados (Figura 2.11)
confirmando assim o carater diazotréfico dos mesmos. Para ambos os genes, as
10 bactérias mostraram alta similaridade com a familia Enterobacteriaceae, porém
com divergéncias com relagdo ao género caracterizado (Tabela 2.6). Arvores
filogenéticas do sequenciamento dos genes rRNA 16S e nifH dos isolados estao
apresentados nas Figuras 2.12 e 2.13, com base na similaridade entre as
sequéncias obtidas e organismos de referéncia.

Existem algumas limitagées com relagdo ao uso do gene nifH para andlise
filogenética, dependendo do grupo de micro-organismos que se quer acessar
(GABY; BUCKLEY, 2012). Os mesmos autores citados testaram a afinidade dos
iniciadores utilizados no presente experimento (19F, UEDA et al., 1995) e indicou
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uma baixa especificidade para amplificacdo do gene nifH sob as condicoes
testadas, sendo que o mesmo ocorre para inumeros iniciadores citados na
literatura para sequenciamento do gene nifH.

O gene nifH é um gene altamente conservado em diazotroficos (ZEHR,
CAPONE, 1996) e estdo localizados em varios operons, porém em Klebsiella
pneumoniae, vinte genes nif estdo organizados sequencialmente, formando 8
operons: nifJ, nifHDKT, nifENX, niftUSVWZ, nifM, nifF, nifLA e nifBQ (ARNOLD et
al.,, 1988). J& em Enterobacter, e em outos diazotroficos de vida livre e
associativos, foi observada a presenga de genes nif na por¢gdo extracromossomal
do genoma, indicando que esta caracteristica ndo é Unica dos diazotrofos
simbioticos (SINGH et al., 1983; SINGH, KLINGMULLER, 1986; KREUTZER et
al., 1991). Nos micro-organismos de vida livre, os genes nif ocupam uma regido
de aproximadamente 23 Kb do plasmideo pEA3 de 113 Kb. Mas de maneira
geral,os genes nif, codificam a formacdo da proteina FeMo, componente da
enzima nitrogenase, responsavel pelo processo de fixacdo de nitrogénio
(ROSADO et al, 1999).

Diferentemente do observado no presente estudo, Videira e colaboradores
(2012) verificaram a presenca do gene nifH em isolados com habilidade de
promocao de crescimento vegetal obtidos da rizosfera de gramineas,
caracterizados como Burkholderia, Klebsiella e Enterobacter. Liu e colaboradores
(2011) também detectaram o gene nifH em bactérias do género Kilebsiella
isoladas da rizosfera de arroz, e ainda apresentaram diversos mecanismos para
promogao de crescimento vegetal, como FBN e formacdo de biofilme. Dessa
forma, pode-se sugerir que esse género de bactérias diazotroficas constitui um
grupo importante de bactérias capaz de promover o crescimento de plantas tanto
na filosfera quanto na rizosfera de plantas cultivadas ou em ambientes naturais,

como na filosfera de espécies de bambu em florestas tropicais.
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Figura 2.11 - Eletroforese em gel de agarose dos amplicons do gene nifH dos isolados de
bactérias diazotréficas da Mata Atlantica



Tabela 2.6 — Identidade e cobertura das sequéncias de rRNA 16S e nifH comparadas com outras sequéncias depositadas no GenBank (NCBI).
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Cobertura Identidade

Isolados Origem Descricao Sequéncias mais similares no banco de dados (%) (%) E-valeu Score
rRNA 16S
A6L Liteira NR_074913.1 Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae MGH 78578 strain ATCC 700721 100 99 0.0 2673
B6F Folha NR_037085.1 Raoultella terrigena strain 84 100 99 0.0 2531
C5L Liteira NR_037085.1 Raouiltella terrigena strain 84 100 99 0.0 2512
C6F Folha NR_024996.1 Raouiltella planticola strain ATCC 33531 99 99 0.0 963
D4F Folha NR 074913.1 Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae MGH 78578 strain ATCC 700721 100 99 0.0 2680
E5L Liteira NR_074913.1 Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae MGH 78578 strain ATCC 700721 100 99 0.0 2684
F5L Liteira NR_074913.1 Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae MGH 78578 strain ATCC 700721 100 99 0.0 2571
G4L Liteira NR_074913.1 Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae MGH 78578 strain ATCC 700721 100 99 0.0 2700
7L Liteira NR_074913.1 Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae MGH 78578 strain ATCC 700721 100 98 0.0 701
J8L Liteira NR_037084.1 Klebsiella pneumoniae subsp. rhinoscleromatis strain R-70 100 99 0.0 2357
nifd
A6L Liteira  FJ593769.1 Klebsiella sp. P0646 dinitrogenase reductase (nifH) gene 84 99 1,00E-160 575
B6F Folha V00631.1 Klebsiella. pneumoniae genes nifH and nifD (fragment) 98 92 1,00E-145 525
Cs5L Liteira  AY242355.1 Klebsiella pneumoniae 342 dinitrogenase reductase 94 95 1,00E-165 592
C6F Folha  AY846276.1 Klebsiella pneumoniae RP10R3 95 97 1,00E-179 638
D4F Folha  AY846276.1 Klebsiella pneumoniae RP10R3 97 96 0.0 643
E5L Liteira  AY846276.1 Klebsiella pneumoniae RP10R3 98 96 1,00E-175 625
F5L Liteira  AY242355.1 Klebsiella pneumoniae 342 dinitrogenase reductase 98 95 1,00E-165 592
G4L Liteira  AY846276.1 Klebsiella pneumoniae RP10R3 98 97 0.0 652
7L Liteira  AY242355.1 Klebsiella pneumoniae 342 dinitrogenase reductase 93 97 1,00E-175 625
J8L Liteira AY846276.1 Klebsiella pneumoniae RP10R3 98 98 0.0 647
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Figura 2.12 - Arvore filogenética determinada pelo método neighbour-joining gerada a partir do
parametro Kimura 2 e teste de bootstrap com 1000 repeticbes. Sequéncias do gene
rRNA 16S dos isolados bacterianos diazotréficos de filosfera de bambu da Mata

Atlantica.

D4F
70

88
83
87

I7L

A6L

G4L

J8L

100 | Fy593769.1| Klebsiella sp. P0646

AY367396.1| Raoultella terrigena strain ATCC 33257

| 92 B6F
AY846276.1| Klebsiella pneumoniae strain RP10R3
C5L
97
C6F
63 E5L
F5L
HQ678242.1| Uncultured ammonia-oxidizing archaeon
—
0.1

Figura 2.13 — Arvore filogenética determinada pelo método neighbour-joining gerada a partir do
parametro Kimura 2 e teste de bootstrap com 1000 repeti¢cdes. Sequéncias do gene
nifH dos isolados bacterianos diazotroificos de filosfera de bambu da Mata Atlantica
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Este € o primeiro estudo que identifica bactérias cultivaveis na filosfera de
bambu da espécie M. neesii similares a familia Enterobacteriaceae, e 0 segundo
trabalho que identifica bactérias da filosfera de bambu por meio do sequenciamento
do gene nifH. O primeiro estudo foi realizado por Andreote (2013) com o
sequenciamento massivo do gene nifH do DNA total da filosfera de M. neesii. Neste
trabalho foram obtidos 22 UTOs que se afiliaram ao filo Proteobacteria,
principalmente com espécies que colonizam a filosfera como os géneros Nostoc sp e
Desmonostoc sp de cianobactérias. De forma similar, Gomez (2012) verificou a
ocorréncia de grupos de diazotréficos afiliados a esse filo em M. neesii, porém por
meio de analises de sequéncias do gene rBRNA 16S, o que sugere que a
comunidade diazotréfica na filosfera de bambu da Mata Atlantica € dominada por
bactéria do filo Proteobacteria, e a familia Enterobacteriaceae.

2.3 Conclusoes

No presente trabalho foram identificadas bactérias diazotroficas que colonizam
a filosfera de bambu da Mata Atlantica, obtidas por meio de técnicas de isolamento
em meio de cultura isento de N. Esses isolados apresentam pelo menos dois
mecanismos de promocdo de crescimento vegetal direto ou indireto, respostas
positivas quanto a capacidade de fixar nitrogénio atmosférico in vitro, produzir AlA,
quitinases, sideréforos e ACC desaminase, além de solubilizar fosfato de célcio nas
condi¢des testadas.

Os isolados foram classificados taxonomicamente ao filo Proteobacteria, e aos
géneros Enterobacter, Klebsiella sp. e Serratia. Os isolados mais promissores foram
caracterizados quanto a presencga do gene nifH e sequenciamento completo do gene
rBRNA 16S, confirmando assim seu carater diazotrofico e sua afiliacdo a familia
Enterobacteriaceae.
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3 POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DE BIOFERTILIZANTES COM BACTERIAS
DIAZOTROFICAS EPIFITICAS

Resumo

Com objetivo de desenvolver novas tecnologias para a producdo de
biofertilizantes e reduzir o uso de fertilizantes nitrogenados na agricultura, dois
ensaios foram conduzidos em casa-de-vegetacdo durante 60 dias, avaliando a
inoculacdo de bactérias diazotroficas isoladas da filosfera de bambu da Mata
Atlantica em cana-de-agucar micropropagada. As taxas de FBN foram estimadas em
folhas e solo inoculados com as bactérias diazotroficas, através da técnica de
reducéo do acetileno (ARA). O monitoramento das bactérias inoculadas foi feito por
meio de PCR quantitativo do gene rRNA 16S durante os 60 dias. O primeiro
experimento foi realizado com a inoculagdo de 10 isolados de bactérias
diazotréficas, inoculados individualmente por pulverizagéo foliar em mudas de cana-
de-agcucar micropropagadas, com aplicacdo de N na forma de uréia em doses
equivalentes a 0, 30 e 60 kg N ha™. A inoculacéo via pulverizagao foliar mostrou um
efeito positivo no desenvolvimento precoce das plantas, promovendo aumento
significativo de massa seca de raizes e concentragdo de N nos tecidos foliares,
principalmente 7 dias ap6s a inoculacdo. Os testes de comparacao de médias
indicaram que a aplicacédo de 50% da dose de N recomendada para a cultura (60 kg
de N ha') reduziu a taxa de FBN na parte aérea das plantas em alguns casos,
porém ainda assim os parametros agronémicos avaliados foram superiores aos das
plantas ndo-inoculadas. A presencga dos isolados inoculados na superficie das folhas
foi detectada até o final do experimento. No segundo ensaio, foi realizada a
imobilizagcdo das células bacterianas por encapsulamento em micro-esferas de
alginato. As micro-esferas foram inoculadas no solo no momento do transplantio das
mudas micropropagadas, juntamente com N na forma de uréia em doses
equivalentes a 0, 30 e 60 kg N ha'. Os isolados encapsulados apresentaram
elevado potencial em promover o crescimento das plantas e fixar N atmosférico.
Dentre os tratamento inoculados, 60% apresentaram médias de massa seca da
parte aérea estatisticamente superiores aos controles nao-inoculados. Da mesma
forma, 40% dos tratamentos apresentaram médias de massa seca de raizes e
concentracdo de N na parte aérea superiores aos controles nao-inoculados,
principalmente 60 dias apds a inoculagdo. Menores taxas de FBN no solo inoculado
foram observadas na presenca de N-uréia. A presenca dos isolados no solo apds 60
dias de inoculacao foi confirmada por PCR quantitativo do gene rRNA 16S. Em
geral, foi possivel observar um melhor desenvolvimento das plantas de cana-de-
acucar em tratamentos inoculados com as bactérias diazotroficas, mais
precocemente quando aplicadas sobre as folhas e mais tardiamente quando o
inoculante foi aplicado no solo com metade da dose de N recomendada para a
cultura. Novos testes devem ser realizados em condi¢gdes de campo para confirmar
da eficiéncia agronémica dos isolados. Porém, os resultados em casa-de-vegetacao
indicam que a inoculagdo de bactérias diazotréficas epifiticas em cana-de-agucar
micropropagada € uma tecnologia promissora para uso na agricultura.

Palavras-chave: Filosfera; Nitrogénio; Cana-de-acucar; Encapsulamento; Fixacao
biolégica de N
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Abstract

Aiming to develop new technologies for the production of biofertilizers, and
reduction in the use of nitrogen fertilizers in agriculture, two experiments were carried
out under greenhouse conditions for 60 days, evaluating the inoculation of
diazotrophic bacteria isolated from the phyllosphere of bamboo from the Atlantic
Forest in micropropagated sugarcane plantlets. The rates of BNF were estimated in
leaves and soil inoculated with the diazotrophic bacteria, using the acetylene
reduction assay (ARA). The monitoring of inoculated bacteria was performed by
quantitative PCR of the rRNA 16S gene during the 60 days of incubation. The first
experiment was performed by inoculating individually 10 diazotrophic bacterial
isolates, using foliar spray, on plantlets of micropropagated sugarcane, with the
application of N as urea at the equivalent to 0, 30 and 60 kg N ha-1. The inoculation
through foliar spray showed a positive effect on plant growth at early stages of
development, promoting a significant increase in dry root biomass and N
concentration in shoots, mostly at 7 days after inoculation. The application of the
equivalent to 50% of the recommended nitrogen dose (60 kg N ha-1) resulted in
reduced BNF rates in the shoots of plants of some treatments. However, the
agronomic parameters evaluated were better than in not-inoculated plants. The
inoculated bacteria were detected on the leaves until the end of the experiment. In
the second experiment, the immobilization of the bacterial cells was performed by
encapsulation in alginate beads. The bacteria were inoculated in the soil at the
transplantion of the plantlets, along with the addition of N-urea at the equivalent to 0,
30 and 60 kg N ha-1. The encapsulated isolates showed high potential for promoting
plant growth and fixing atmospheric N. 60% of the inoculated treatments showed
means of shoot dry mass statistically higher than the not-inoculated controls. In
addition, 40% of inoculated treatments showed root dry mass and N concentration in
the shoots higher than the not-inoculated controls, mostly 60 days after inoculation.
The lowest BNF rates were observed in the presence of N-urea. The presence of the
inoculated bacteria in the soil 60 days after inoculation was confirmed by gPCR of the
rRNA 16S gene. In general, in these experiments, plants inoculated with diazotrophic
bacteria showed enhanced gowth at early stages when inoculation was on the leaves
as free cells, and at late stages when inoculation was in the soil as immobilized cells
with half the N dose recommended for the crop. New experiments should be
performed under field conditions to confirm the agronomic efficiency of the isolates.
However, the results under greenhouse conditions indicate that the inoculation of
epiphytic diazotrophic bacteria in micropropagated sugarcane is a promising
technology for the agriculture.

Keywords: Phyllosphere; Nitrogen; Sugarcane, Encapsulation, Biological Nitrogen
fixation
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3.1 Introducao

De acordo com dados da Organizacao das Nagbes Unidas para Alimentagao e
Agricultura (FAQO), em 2050 existira no mundo 9 bilhées de pessoas. Para suprir a
demanda por alimento e biocombustivel, os paises deverdao investir
aproximadamente US$ 44 bilhées por ano na produgao agricola, cinco vezes mais
do que os US$ 7,9 bilhdes que sao investidos atualmente. Com esse investimento, a
producdo de alimentos devera crescer 60%, valor apontado como necessario para
que se atenda essa demanda.

Atualmente o Brasil € o maior produtor de cana-de-agucar do mundo e também
o primeiro na producdo de agucar e etanol. De acordo com levantamento da
Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2014), a area cultivada com cana-
de-agucar que sera colhida e destinada a atividade sucroalcooleira na safra 2014/15
sera de aproximadamente 9.130,1 mil hectares, sendo a producdo de acgucar
estimada em 39,46 milhdes de toneladas, 4,17% maior que a producdo da safra
anterior, e a producao de etanol estimada em 28,37 bilhdes de litros.

Para alcancar tamanha producado, sdo necessarias quantidades cada vez
maiores de fertilizantes, principalmente fertilizantes nitrogenados. O N é um dos
nutrientes com menor indice de aproveitamento pela cana-de-agucar, sendo que
cerca de 50% de todo o fertilizante aplicado é perdido por lixiviagdo na forma de
nitrato (NO%), contaminando o lencol freatico, ou por desnitrificagdo na forma de
oxido nitroso (N2O), contribuindo para o agravamento do aquecimento global
(BRONSON et al., 1997). Algumas alternativas tém sido buscadas para a reducéo do
impacto ambiental que o fertilizante nitrogenado tem causado, e uma delas € a
utilizacao de biofertilizantes contendo bactérias diazotréficas.

Segundo a lei n°6894 de 16 de novembro de 1980, inoculante ou biofertilizante
€ o produto que contem micro-organismos com acao favoravel ao crescimento das
plantas (BUCHER; REIS, 2008). Os beneficios que os biofertilizantes com bactérias
diazotréficas trazem séo por meio da fixacao biolégica de nitrogénio, solubilizacdo de
fosfatos, producdo de hormoénios de crescimento vegetal e protecdo contra
patégenos (KLOEPPER, 1989; BAREA, 1997). No Brasil, o uso de bactérias
diazotréficas para o cultivo de leguminosas, € um processo muito bem sucedido. A

inoculacdo da cultura da soja com bactérias do género Bradyrhizobium pode suprir
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totalmente o N necessario ao desenvolvimento da cultura . J& em gramineas, esse
processo ainda nao estad bem estabelecido.

A grande maioria dos inoculantes existentes no mercado para gramineas,
como por exemplo, Azototal, Zea-Nit™, “Fertilizante para milho”, Graminante que ja
foram mencionados neste trabalho, sdo compostos por bactérias diazotréficas
endofiticas. Os micro-organismos quando se encontram no interior da planta, como
no caso das bactérias endofiticas, podem ser reconhecidos como intrusos nao
benéficos nos tecidos vegetais (host non-self recognition) e serem eliminados pelo
sistema de defesa vegetal (KOGEL et al., 2006). Desse modo, uma alternativa que
tem sido pouco explorada é a utilizacdo de bactérias diazotréficas de vida livre na
producdo de inoculantes. E possivel que os micro-organismos diazotréficos que
vivem na superficie das folhas (filosfera) ou na rizosfera apresentem maior vantagem
adaptativa em relacdo aos endofiticos, e possam contribuir de forma mais
eficientemente para o suprimento de N para as plantas.

Novos veiculos de aplicagdo de inoculantes tém sido buscados. Desde a
década de 70, Bessems e colaboradores (1973) ja vinham mostrando que a
pulverizacdo em folhas de milho com bactérias diazotréficas podia trazer ganhos
significativos para a cultura. Por meio de encapsulamento de bactérias em esferas
de alginato, Bashan (1986) verificou um aumento da vida util das bactérias utilizadas
como inoculantes. Sabendo disso e conhecendo o potencial diazotréfico de algumas
bactérias diazotréficas de vida livre que foram isoladas da filosfera de Merostachys
neesii (Bambu) da Mata Atlantica, a utilizacdo das mesmas para elaboracdo de um
novo biofertilizante que promova o crescimento da cana-de-acUcar despertou o
interesse para o presente trabalho.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia de um biofertilizante produzido
para cana-de-agucar contendo bactérias diazotroficas epifiticas isoladas da Mata
Atlantica, aplicadas de duas maneiras, via pulverizacao foliar ou encapsuladas em
esferas de alginato de K e inoculada no solo.

3.2 Desenvolvimento

3.2.1 Material e métodos



106

3.2.1.1 EXPERIMENTO 1. Inoculacao de bactérias diazotréficas em cana-de-
acucar micropropagada por meio de pulverizacao foliar

Este ensaio teve a finalidade de avaliar a eficiéncia de aplicacdo de
biofertilizante contendo bactérias diazotroficas de vida livre na superficie das folhas
de cana-de-acucar por meio de pulverizagéo foliar na promocgao do crescimento das
plantas e avaliar o potencial de fixacao biolégica de N atmosférico.

O experimento foi realizado em casa-de-vegetagdo com o plantio de mudas de
cana-de-agucar micropropagadas, variedade RB 855156, em vasos contendo 3 kg
solo do horizonte A, predominantemente argiloso, coletado na camada de 0-20 cm
em um local préximo a estrada do Paredao Vermelho (22°41'1.45"S; 47°52'1.34"0),
no municipio de Piracicaba, SP. O local escolhido para coleta do solo foi uma area
coberta com braquiaria cujo manejo foi apenas a rogagem, sem aplicacdo de
fertilizantes. Os atributos do solo utilizado no experimento podem ser vistos na
tabela 3.1. O solo recebeu calagem com calcario dolomitico reativo (PRNT 88%) de
acordo com a recomendacao da cultura e com base da andlise quimica do mesmo.
Adubagio foi feita com o equivalente a 160 kg de P,Os ha™ e 200 kg de KoO ha™ na
forma de adubo formulado NPK (0-4-28) e superfosfato simples, além de 1 mL de
solucéo de Fe-EDTA e 1mL de solugdo de micronutrientes da solugao nutritiva de
Hoagland por vaso (SARRUGE, 1975).

Tabela 3.1 - Andlise quimica do solo utilizado nos experimentos

P Base Sat. Sat.
pH M.O (resin) K Ca Mg H+Al Al Sum CEC Base Al S -S04
gdm’ mg.dm’ X
(CaCl2) 3 mmol, dm ™ memeeecemmeeeeee V9% m% mg.dm™
0-20 cm 5 18 9 1.8 7 5 20 0 14 34 41 0 8

Foram selecionados 10 isolados bacterianos com base nos resultados dos
testes descritos no capitulo anterior. O experimento foi conduzido em esquema
fatorial (10 x 3), constituido de 10 isolados e trés doses de adubacgéo nitrogenada,
equivalente a 0, 30 e 60 kg de N ha” na forma de ureia, com trés repeticbes por
tratamento. Como controle, foram utilizados tratamentos que n&o receberam
adubacao nitrogenada e nem inoculacdo com as bactérias diazotroficas e
tratamentos que receberam o equivalente a 30 e 60 kg de N ha” sem inoculagdo

com bactérias diazotroficas.
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Ap6s uma semana do transplantio das mudas de cana-de-acucar
micropropagadas, cada tratamento recebeu cerca de 40 mL do seu respectivo
inoculo foliar com auxilio de um pulverizador de pressao prévia de 1,25L (Figura
3.1). A eficiéncia do biofertilizante foi avaliada pela determinacao do acumulo de
massa seca da parte aérea e raizes e concentracao de N na parte aérea das plantas
pelo método de digestao por baldo Kjeldahl aos 7, 30 e 60 dias apds a inoculacédo
(DAIl). Para determinacdo da atividade da nitrogenase nas folhas inoculadas,
também foi realizado o teste de reducédo de acetileno em amostras de folhas de
todos os tratamentos.

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado, com trés repeticoes por
tratamento e trés repeticbes em cada tempo de coleta, totalizando 297 unidades
experimentais.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), seguida
de uma classificacdo de médias em cada periodo de incubacao pelo teste
aglomerativo de Scott Knott (p<0,05), de modo a comparar as médias de todos os
tratamentos dentro de cada dose com seu respectivo controle (0, 30 ou 60 kg N ha
). Além disso, também foi determinada a dinamica da populacdo bacteriana nas
folnas de cana-de-acucar por meio de testes de PCR em tempo real. Para
normalizacdo dos dados, as médias de atividade da nitrogenase foram
transformadas (x+1)%° . As medias de atividade da nitrogenase e a dinamica da
populagdo bacteriana inoculada foram comparadas pelo teste de Scott-Knott
(p<0,05) pelo programa SISVAR verséao 5.1.

3.2.1.1.1 Preparo do in6culo

Os isolados foram cultivados em 50 mL meio de cultura Dyg’s (ANEXO B,
RODRIGUES NETO et al., 1986) liquido por 24 horas sob agitagao constante a 28°
C. Apos este periodo, a suspensdo bacteriana foi transferida para tubos coénicos e
centrifugadas a 4000 g por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e foram
adicionados 10 mL de solucédo salina (NaCl 0,85%) para lavagem das células e
remocao do nitrogénio do meio. O processo de centrifugacao e lavagem foi repetido
novamente e o novo pélete foi ressuspendido em 40 mL de solugdo salina. A
absorbancia de todas as amostras foi medida a 600 nm e a densidade bacteriana
ajustada para 0,6 O.D.mL™
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Figura 3.1 - Aplicagéo do biofertilizante por meio de pulverizagdo foliar. A e B— mudas de cana-de-
acucar recebendo aplicacao de biofertilizante foliar, C- teste de redugéo de acetileno nas
folhas de cana-de-agucar e D- visualizacado dos resultados obtidos

3.2.1.1.2 Determinacao da atividade da nitrogenase nas folhas inoculadas

Todas as plantas inoculadas foram submetidas a andlise da atividade da
nitrogenase. A parte aérea de cada planta dos tratamentos de 7 e 30 DAI foram
inseridas em frascos de vidro de 25 mL, logo ap6s o corte, e as plantas dos
tratamentos de 60 DAI foram inseridas em frascos de 1000 mL, os quais em seguida
foram vedados. Retirou-se um volume de 10% de ar de cada frasco, e injetou-se o
mesmo volume de acetileno. Todas as amostras foram incubadas por 12 horas com
temperatura controlada de 20°C no escuro. A concentragdo de etileno foi

determinada por cromatografia gasosa, injetando-se 1 mL de amostra em
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cromatdgrafo Thermo Scientific, equipado com um detector de ionizagcao por chama
(250° C) e uma coluna N Poropak (120° C; Supelco, Bellefonte, Pensilvania, E.U.A.).
Controles negativos foram utilizados a partir da injecdo de amostras ndo incubadas
com acetileno.

As taxas de reducdo de acetileno foram calculadas em nanomoles de
acetileno reduzido por grama de massa seca, por hora de incubacdo, segundo a

equacao (1):

. _ _ (A—C).V.P.100
nmol etileno.g™ 1. ms.h™1 =
g MA.mlL.R.T.t.%ms

(1)

Onde:

A= quantidade de etileno obtido na amostra apds incubacao (nl);
C = quantidade de etileno em frascos nao incubados;

V = volume “headspace” nos frascos de incubacéo;

P = pressao de ar sob condigdes padréo (101300 Pa);

MA = massa da amostra (g)

ml= quantidade de amostra invejada no cromatégrafo (1ml)
R = gas constante (8.314 J. mol™. K™);

T = temperatura de incubacéo (°C);

t = tempo de incubacéo (h);

% ms = porcentagem de matéria seca da parte aérea

A transformagéo para quantidade de N fixado foi feita por meio da relacao
tedrica (HARDY et al.,, 1968), de 1 mol de NHs, por 3 mols de CyoHs formados,

segundo a equacao (2):

nmol etileno.g"tms h™1
3

N, fixado em pgde Ng=th™! = x 28 (2)

Onde: 28 é a massa molecular do N2 e 3 o fator de conversdo. ms € a massa de
matéria seca. As taxas de N fixado nas folhas foram expressas em pg de N g' h™
para definicdo de N total na parte aérea.



110

3.2.1.1.3 Dinamica da populacao bacteriana na superficie das folhas de cana-
de-acucar inoculadas

Durante o ensaio descrito anteriormente, as folhas das plantas inoculadas
também foram submetidas a testes de monitoramento para verificar a sobrevivéncia
das bactérias inoculadas nas folhas da cana-de-acucar por meio da técnica de PCR
quantitativo em tempo real (QPCR) Logo ap6s o teste de reducdo de acetileno
descrito no item anterior, a parte aérea das plantas de cana-de-agucar foi colocada
em frascos contendo 500 mL de solugdo tampao fosfato 0,1M, e sonicadas por 5
minutos a 22,5 kHz em um homogeneizador de células ultrassénico (Misonix
Microson XL2000, Cole-Parmer Instrument Company, lllinois, USA). A suspensao
bacteriana foi filtrada a vacuo utilizando-se uma membrana Millipore com porosidade
de 0,22 um. Posteriormente as membranas foram armazenadas a -20°C até o
processo de extracao de DNA.

O DNA da comunidade microbiana foi extraido a partir das membranas
filtrantes, utilizando-se o kit “Fast DNA spin filter’ (MP Biomedicals, Solon, USA), de
acordo com as instru¢des do fabricante. A concentracdo de DNA foi determinada por
fluorescéncia utilizando-se um fluorimetro Qubit™ (Life Technologies, Carlsbad,
Estados Unidos) e kit Quant-iT™ dsDNA BR (Life Technologies, Carlsbad, Estados
Unidos).

Andlises de gPCR foram realizadas para quantificacdo do numero de copias do
gene rRNA 16S dos isolados inoculados nas folhas de cana-de-agucar, utilizando-se
os iniciadores descritos por Boye e Hansen (2003) (342-357-f) 5'-
GCCAGCAGCCGCGGTAAKAC-3’; (574-555-r) 5-TCTACGCATTTCACYGCTAC-3/,
onde k=G,T; y=C,T (203 pb) especificos para o género Klebsiella. Primeiramente,
diluicbes de um DNA amplificado com os iniciadores especificos de um isolado
foram utilizados para a realizagdo da curva padrdo. Este serviu como ponto inicial
para os célculos de quantificagdo do gene rRNA 16S nas amostras e os valores de
Cts obtidos para cada amostra em cada tempo foram utilizados para determinar o
namero de cépias do gene rRNA 16S.

As reacgdes de PCR foram realizadas em solugcao contendo 1 uL de DNA a uma
concentragao de 1ng, 2 uM de cada iniciador a uma concentragao de 10 uM, 5 uL do
kit Platinum® quantitative PCR Super Mix-UDG (Invitrogen, Sao Paulo, Brasil), e 0
volume final ajustado para 10 pL. As amplificacbes foram realizadas em
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termociclador Rotor Gene 6000 (Corbett Life Science, Australia), em ftriplicata, nas
seguintes condic¢des: 95 °C por 10 minutos, 40 ciclos de 95 °C por 10 minutos, 60 °C
por 15 minutos e 72 °C por 20 segundos, com a deteccao da fluorescéncia no final
da extens&o de cada ciclo.

A aquisicao dos dados foi feita por meio do software Rotor Gene Real Time
Analysis 1.7.65 (Corbett), que calcula valores de cycle threshold (Ct), correlagao
logaritmica (R®) entre o nimero de ciclos e a quantidade de DNA nas amostras além
da eficiéncia da reagao (F). Controles sem inoculagdo também foram avaliadas para

verificar possivel contaminacao do experimento.

3.2.1.2 EXPERIMENTO 2. Inoculacao de bactérias diazotréficas encapsuladas
em micro-esferas de alginato em cana-de-acucar micropropagada

Este ensaio teve a finalidade de avaliar a metodologia de aplicacdo do
biofertilizante contendo as mesmas bactérias diazotroficas testadas anteriormente,
porém imobilizadas em esferas de alginato.

Neste experimento foram avaliados a promogao de crescimento das plantas e
o potencial de fixagédo bioldgica de nitrogénio atmosférico das bactérias aplicadas no
solo. Adicionalmente foi realizado o monitoramento das bactérias ao longo do
periodo do experimento.

O experimento foi realizado em casa-de-vegetagdo com o transplantio de
mudas de cana-de-agucar micropropagadas, variedade RB 83-5054, em vasos
contendo 3 kg solo, como descrito no experimento anterior. A inoculagdo foi
realizada com os mesmos 10 isolados bacterianos. Foram usadas trés doses de
nitrogénio na forma de ureia equivalente a 0, 30 e 60 kg de N ha™', e adicionados 3
gramas do inéculo fresco no solo de cada vaso e em seguida as mudas foram
transplantadas. Foram feitas coletas em trés diferentes tempos: 7, 30 e 60 DAI.

O efeito da inoculagao foi avaliado por meio da determinagdo do acimulo de
massa seca da parte aérea e raizes e acumulo de N na parte aérea das plantas.
Além disso, também foi estimada a taxa de FBN e as populagdes bacterianas em
todos os tratamentos.

Foi utilizado o mesmo esquema fatorial do experimento anterior, além de
controles sem adubacao nitrogenada com a inoculagdo de esferas sem bactérias e
controle com a adubacdo crescente de N com a inoculacdo de esferas sem
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bactérias. Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e em
cada periodo de incubacao e de acordo com as doses de N aplicadas. Para o teste
de atividade da nitrogenase e para a dinamica da populacdo bacteriana inoculada,
as médias foram comparadas pelo teste aglomerativo de Scott-Knott (p<0,05) pelo
programa SISVAR verséao 5.1.

3.2.1.2.1 Preparo do in6culo

Para imobilizacdo das bactérias diazotroficas, neste ensaio foram utilizadas
esferas produzidas de alginato. As culturas puras dos mesmos 10 isolados utilizados
no experimento anterior foram cultivadas em 100 ml de meio de cultura Dyg’s
(RODRIGUES NETO et al., 1986) por 24 horas a 30°C sob agitacao de 200 rpm com
trés repeticdes por isolado. Em seguida, as células foram lavadas duas vezes em
solucdo salina (0,85%) para concentragdo das células e remocao do nitrogénio do
meio de cultura. O processo de centrifugacao e lavagem foi repetido novamente e o
novo pélete ressuspendido em 40 mL de solugdo salina. A absorbancia de todas as
amostras foi medida a 600 nm e a densidade bacteriana ajustada para 0,6 O.D.mL™

As esferas foram produzidas a partir da diluicido de alginato de potassio (2%)
no meio de cultura liquido contendo as bactérias, e a partir disto, foi realizado um
gotejamento em 300 ml de solugdo de CaCl, (4%) onde foram incubados por 3
horas. Logo apds o preparo das esferas, uma parcela das mesmas foi separada para
analise da viabilidade das bactérias apés o encapsulamento, e o restante foi levado
para casa-de-vegetacao para inoculagdo no momento do transplantio das mudas de
cana-de-agucar (Figura 3.2). Esferas somente com meio de cultura, sem bactérias,
foram utilizadas nos tratamentos controle.

Para avaliacdo da viabilidade das bactérias apds o encapsulamento, foi
utilizada a metodologia descrita por Ivanova e colaboradores (2005). 10 esferas
foram separadas de cada tratamento e dissolvidas em 10 ml de solucdo de tricitrato
de sédio (10% v/v), sob agitacdo constante por 30 minutos. ApGs este periodo, foi
realizada uma diluicdo seriada em solucdo salina (0,85% NaCl), e posteriormente o
plagueamento no meio de cultura de origem. As placas foram incubadas a 28° C por
7 dias e o total de UFC/ml foi contado.
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3.2.1.2.2 Determinacéo da atividade da nitrogenase

Amostras de solo foram coletadas de todos os vasos aos 7, 30 e 60 DAl com
auxilio de anéis de PVC de 3,5 cm de diametro, a uma profundidade de 10 cm. Os
anéis foram inseridos em frascos de vidro de 25 ml e vedados. Retirou-se um
volume de 10% de ar de cada frasco, e injetou-se 0 mesmo volume de acetileno
correspondente. Todas as amostras foram incubadas por 12 horas. A concentracao
de etileno foi determinada por cromatografia gasosa, injetando-se 1 mL de amostra
da atmosfera dos frascos em cromatografo Thermo Scientific, equipado com um
detector de ionizagdo por chama (250° C) e uma coluna N Poropak (120° C;
Supelco, Bellefonte, Pensilvania, E.U.A.). Controles negativos constituido de ar

atmosférico foram incubados sem acetileno.

Figura 3.2 — Preparo das micro-esferas de alginato de contendo bactérias diazotréficas epifiticas
isoladas da Mata Atlantica e inoculagéo no solo. A e B- procedimento para produgao das
esferas de alginato. C- diametro das esferas produzidas, D- inoculagado nos vasos antes
do plantio.
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3.2.1.2.3 Dinamica da populacao bacteriana no solo

Apos o teste de reducdo de acetileno descrito no item anterior, as amostras de
solo foram submetidas a extracdo de DNA para monitoramento das bactérias
inoculadas por meio de analise de PCR quantitativo (QPCR), seguindo o mesmo
procedimento do experimento anterior. O DNA total do solo foi extraido de 0,5 g de
cada amostra, utilizando-se o Fast DNA Kit (Qbiogene, Irvie, CA, USA), de acordo
com instrucbes do fabricante. A concentragdo do DNA foi determinada por
fluotimetria utilizando-se um fluorimetro Qubit™ (Life Technologies, Carlsbad,
Estados Unidos) e o kit Quant-iT™ dsDNA BR (Life Technologies, Carlsbad, Estados
Unidos).

Os mesmos iniciadores e a mesma curva padrao utilizadas no experimento
anterior foram utilizados nesta avaliacao. As amplificacbes de PCR foram realizadas
em solugao contendo 1 uL de DNA a uma concentracdo de 1ng, 2 uM de cada
iniciador, 5 uL de Platinum SYBR-Green qPCR Super Mix-UDG 2X (Invitrogen, Sao
Paulo, Brasil), para um volume final de 10 pL, em termociclador Rotor Gene 6000
(Corbett Life Science, Australia), em ftriplicata. A ciclagem usada foi: 95° C por 10
minutos, 40 ciclos de 95° C por 10 minutos, 60° C por 15 minutos e 72° C por 20
segundos, com a deteccao da fluorescéncia no final da extensao de cada ciclo.

A aquisicao dos dados foi feita por meio do software Rotor Gene Real Time
Analysis 1.7.65 (Corbett), o qual calcula valores de cycle threshold (Ct), correlacao
logaritmica (R?) entre o nimero de ciclos e a quantidade de DNA nas amostras além
da eficiéncia da reacao (F). Para normalizacado dos dados, as médias de atividade da
nitrogenase foram transformadas (x+1)%° . As medias de atividade da nitrogenase e
dindmica da populagéo bacteriana inoculada foram comparadas pelo teste de Scott-
Knott (p<0,05) pelo programa SISVAR verséao 5.1.
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3.2.2 Resultados e discussao

3.2.2.1 EXPERIMENTO 1. Inoculacdao de bactérias diazotréficas em cana-de-
acucar micropropagada por meio de pulverizacao foliar

Diferencas significativas (p<0,05) entre as plantas inoculadas e controles ndo-
inoculados foram observados principalmente 7 DAl para massa seca de parte aérea
(Tabela 3.2). A maioria dos tratamentos com inoculagcao de bactérias diazotréficas
nao apresentou aumento de massa seca de parte aérea significativamente diferente
do respectivo controle nao-inoculado que recebeu a mesma adubacéo nitrogenada
(p<0,05).

Com relagdo ao acumulo de massa seca de parte aérea da cana-de-agucar, 7
DAI, 3 dos 10 tratamentos (J8L, G4L e F5L) sem adubacao nitrogenada com
inoculagdo de bactérias diazotréficas nas folhas apresentaram médias
estatisticamente (p<0,05) superiores ao controle. Com adicdo de N equivalente a 30
e 60 kg de N ha', no mesmo periodo, ndo foram observadas diferencas
significativas entre os tratamentos. Nas coletas realizadas aos 30 e 60 DAI, também
ndao foram observadas diferencas entre as médias dos tratamentos inoculados
independente das doses de N aplicada e seus respectivos controles (Tabela 3.2).

A massa seca de raizes nos diferentes tratamentos inoculados nao apresentou
diferenga significativa aos 7 e 30 DAl com relagdo aos controles n&o-inoculados
independente da dose de N aplicada. Somente 60 DAI, 7 dos 30 tratamentos (23%)
apresentaram médias significativamente superiores aos tratamentos controles
(p<0,05, Tabela 3.3). Dessa maneira, na auséncia de adubacao nitrogenada e com a
inoculacdo dos isolados B6F e E5L e com o equivalente a 60 kg de N ha” e
inoculagdo com os isolados J8L, E5L, B6F, A6L e I7L, as médias de massa seca de
raizes foram estatisticamente superiores aos respectivos controles, sugerindo que
esses isolados possuem habilidade em promover o crescimento de raizes
possivelmente pela producdo de auxinas ou alteragdes do metabolismo hormonal
das plantas.

As plantas inoculadas com bactérias diazotréficas com o equivalente a 30 kg
de N ha' nao apresentaram diferencas estatisticas de massa seca e raizes com
relagdo ao controle ndo-inoculado. Diferentemente dos resultados observados para
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crescimento de parte aérea em que foram encontrados aumentos significativos no
inicio do experimento, a promoc¢ao de crescimento de raizes foi significativa apenas
nos periodos mais tardios do desenvolvimento da cultura.

A concentragdo de N na parte aérea da cana-de-agucar foi analisada também
7, 30 e 60 DAI (Tabela 3.4). Aos 7 DAI sem adicao de adubacgéo nitrogengada nao
foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos inoculados em
relacdo ao controle ndo-inoculado. Com a aplicagao do equivalente a 30 kg de N ha’
' foi observado que 40% dos tratamentos apresentaram médias significativamente
menores do que os controles ndo-inoculados e os demais tratamentos apresentaram
concentracao de N na parte aérea estatisticamente igual ao controle. Com adi¢do do
equivalente a 60 kg de N ha', 60% dos tratamentos inoculados apresentaram
médias de concentracdo de N na parte aérea estatisticamente superiores ao controle
nao- inoculado.

Aos 30 DAI, 50% dos tratamentos inoculados que nao receberam adubacéo
nitrogenada 50% que receberam o equivalente a 30 kg de N ha”' apresentaram
concentracdo de N na parte aérea significativamente superiores aos controles néo-
inoculagdo (p<0,05). Com o equivalente a 60 kg de N ha™" nao foi verificado aumento
significativo com relagdo ao controle ndo inoculado.

Aos 60 DAI sem adubacdo nitrogenada, 30% dos tratamentos inoculados
apresentaram concentracdo de N na parte aérea significativamente superiores ao
controle ndo-inoculado (p<0,05). Com o equivalente a 30 kg de N ha' 40% dos
tratamentos inoculados apresentaram medias estatisticamente superiores aos
controles ndo inoculados. Com a adigao do equivalente a 60 kg de N ha™*, apenas as
plantas inoculadas com o isolado F5L apresentaram médias de concentracdo de N
na parte aérea superiores aos controles ndo inoculados. Os demais tratamentos ndo
apresentaram diferengas estatisticamente significativas em relacdo ao controle néo-
inoculado. Esses resultados sugerem que em algumas interacdes cana-de-agucar-
bactéria, ocorre assimilacdo do N fixado mais tardiamente, e os incrementos
precoces de massa seca de parte aérea podem nao estar relacionados com a FBN

mas sim com algum outro mecanismo de promocao de crescimento vegetal.
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Tabela 3.2 — Médias de massa seca de parte aérea (MSPA) (g) em cana-de-aglcar inoculada com
bactérias diazotréficas via pulverizagao foliar e com diferentes doses de N aos 7, 30 e

60 DAI
Dias apds a inoculacao
ISOLADOS Doses de N 7 30 60
A6L 0 0,62 c 6,15 a 11,50 a
30 0,76 a 8,12 a 9,01 a
60 0,76 b 9,37 a 16,51 a
B6F 0 0,85¢ 5,79 a 11,67 a
30 0,86 a 7,87 a 18,47 a
60 0,51 b 4,84 a 16,99 a
C5L 0 0,81c 10,47 a 15,14 a
30 0,84 a 7,82 a 18,31 a
60 0,65b 10,27 a 15,94 a
C6F 0 0,88 c 6,99 a 11,36 a
30 1,02 a 7,57 a 16,91 a
60 1,34 a 7,60 a 13,60 a
D4F 0 0,87 c 4,81 a 8,33 a
30 0,87 a 7,20 a 13,48 a
60 0,59b 11,32 a 16,81 a
E5L 0 0,98 c 8,18 a 9,77 a
30 0,91 a 6,81 a 17,87 a
60 0,74 Db 7,67 a 20,21 a
F5L 0 1,08 b 7,13 a 9,34 a
30 0,67 a 6,95 a 13,47 a
60 0,67 b 9,42 a 16,01 a
G4L 0 1,45 a 7,58 a 11,41 a
30 0,83 a 6,17 a 12,88 a
60 0,76 b 10,27 a 19,54 a
7L 0 0,70 c 4,41 a 9,79 a
30 0,75 a 6,04 a 11,53 a
60 0,84 b 11,47 a 14,09 a
J8L 0 1,09b 6,10 a 11,48 a
30 0,76 a 6,48 a 13,91 a
60 1,08 a 8,63 a 18,11 a
Nao-inoculado 0 0,69c 5,66 a 10,55 a
30 0,75 a 9,05a 15,30 a
60 1,13 a 11,26 a 15,59 a
CV (%) 23,02 21,08 33,70

Valores correspondem as médias de 3 repeticdes

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Scott Knott

(p<0,05), na mesma coluna e na mesma dose de N
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Tabela 3.3 — Médias de massa seca de raizes (MSR) (g) em cana-de-agucar inoculada com
bactérias diazotroficas via pulverizagao foliar e com diferentes doses de N aos 7, 30 e

60 DAI
Dias apds a inoculacgao
ISOLADOS Doses de N 7 30 60
A6L 0 521a 8,55a 12,57 b
30 492 a 6,55 a 13,55 a
60 5,02a 8,08 a 16,18 a
B6F 0 6,08 a 7,12 a 17,57 a
30 5,93 a 8,70 a 13,96 a
60 3,95a 8,04 a 18,39 a
C5L 0 7,10 a 14,28 a 8,39 b
30 6,28 a 9,51a 13,90 a
60 3,99 a 11,14 a 10,07 b
C6F 0 5,70 a 10,05 a 10,58 b
30 6,58 a 10,02 a 14,84 a
60 6,81 a 9,60 a 9,82b
D4F 0 6,09 a 5,94 a 12,74 b
30 6,77 a 6,90 a 13,25 a
60 3,88 a 9,63 a 10,55 b
E5L 0 6,77 a 10,52 a 16,71 a
30 5,88 a 6,40 a 12,44 a
60 5,70 a 9,32 a 18,67 a
F5L 0 6,58 a 9,88 a 11,95 b
30 4,73 a 9,11a 12,44 a
60 6,47 a 13,96 a 11,00 b
G4L 0 6,91 a 10,02 a 12,29 b
30 6,77 a 9,05a 9,30 a
60 5,88 a 13,88 a 11,44 b
7L 0 5,35a 6,32 a 11,36 b
30 5,52 a 6,89 a 12,72 a
60 5,66 a 9,61a 15,71 a
J8L 0 6,13 a 6,92 a 11,19b
30 6,92 a 9,15a 8,53 a
60 5,52 a 10,59 a 19,41 a
N&o-inoculado 0 5,31 a 6,78 a 10,22 b
30 5,46 a 8,90 a 12,29 a
60 6,21 a 12,64 a 11,94 b
CV (%) 22,98 17,15 25,56

Valores correspondem as médias de 3 repeti¢cdes
Médias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Scott Knott
(p<0,05), na mesma coluna e na mesma dose de N
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Tabela 3.4 — Médias de concentragdo de N (g kg™') na parte aérea de cana-de-acticar inoculada com
bactérias diazotroficas via pulverizagao foliar e com diferentes doses de N aos 7, 30 e

60 DAI
Dias apés a inoculacao
ISOLADOS Doses de N 7 30 60
A6L 0 25,87 a 6,72b 413¢c
30 21,59 b 7,71b 3,88¢
60 26,03 a 11,22 a 4,49 c
B6F 0 21,75 a 9,19a 4,22 c
30 22,28 a 10,57 a 3,79c¢c
60 21,83 b 10,05 a 4,48 c
C5L 0 22,48 a 9,73 a 4,03 c
30 23,52 a 9,74 a 3,99 ¢
60 24,06 a 10,78 a 491c
C6F 0 19,43 a 9,84 a 6,06 a
30 23,74 a 8,86 a 552a
60 25,42 a 9,13b 5,89b
D4F 0 21,50 a 7,65b 4,06 c
30 19,03 b 8,11b 3,88 ¢c
60 22,16 b 9,43 a 4,81c
E5L 0 21,92 a 9,02 a 4,95b
30 24,85 a 8,12b 411¢c
60 25,17 a 9,98 a 5,33b
F5L 0 24,64 a 9,12 a 454 c
30 22,82 a 9,48 a 4,76 b
60 22,45b 8,21b 6,71 a
G4L 0 22,80 a 7,90 b 461c
30 20,48 b 7,86 b 5,02b
60 20,21 b 8,35b 453 c
I7L 0 22,97 a 8,39b 459 c
30 20,93 b 9,71 a 4,03c
60 25,59 a 8,34 b 427 c
J8L 0 20,59 a 8,32 b 5,52 a
30 23,18 a 7,11b 595a
60 26,53 a 7,37b 5,62b
Nao-inoculado 0 20,89 a 8,44 b 3,65¢C
30 23,63 a 7,19b 418c
60 23,57 b 9,51 a 501b
CV (%) 6,76 10,32 9,79

Valores correspondem as médias de 3 repeticdes

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Scott Knott
(p<0,05), na mesma coluna e na mesma dose de N
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Mesmo ndo sendo uma pratica comum na agricultura, desde trabalhos
publicados por Pati e colaboradores (1981) sdo reportados resultados promissores
com a aplicacdo de bactérias diazotroficas via pulverizacao foliar em gramineas.
Segundo Sudhakar e colaboradores (2000), a inoculacao foliar de bactérias
diazotréficas pode apresentar varias vantagens como: () o nitrogénio fixado esta
proximo ao seu local de assimilagéo, (ll) as bactérias na filosfera podem ter agéo
antagonistas a fungos e outras bactérias patogénicas, (lll) na filosfera existe
nutrientes suficientes para o crescimento e desenvolvimento das bactérias (IV) a
competicdo com outros micro-organismos é menor do que na rizosfera. Os
resultados desse trabalho indicam que houve uma resposta positiva da cana-de-
acucar inoculada com bactérias diazotréficas via pulverizacao foliar na fase inicial do
desenvolvimento da cultura para a variedade de cana-de-agucar testada.

A interagdo de plantas com micro-organismos benéficos no inicio do
desenvolvimento das plantas é de grande importancia e reportado por varios autores
(OLIVEIRA et al, 2009; BISWAS et al., 2000; AZIZ et al, 2012; VARGAS et al., 2012;
CANELLAS et al., 2013). Para plantas que passam por fase de viveiro, por exemplo,
a associacao com bactérias promotoras de crescimento é de grande importancia,
pois antecipa o tempo de transplantio para o campo, estimulando o crescimento
precoce da muda e, consequentemente, reduzindo o seu tempo de aclimatacéo, o
que aumenta a produtividade, a rotatividade na ocupacédo da infraestrutura e a
eficiéncia de utilizagdo da mao-de-obra especializada (SILVEIRA et al., 2003).

O efeito benéfico da inoculagdo de bactérias diazotroficas nas plantas em
estagios precoces ja foi observado em tomate e pimenta vermelha inoculadas com
bactérias dos géneros Pseudomonas sp. e Serratia sp, as quais promoveram
principalmente aumento do vigor das plantas (ISLAM et al., 2012). Em milho
inoculado com bactérias diazotréficas, independente da dose de N aplicada, foi
verificado um aumento significativo de raizes logo ap6s a inoculacdo com bactéria
endofiticas, o que permitiu um melhor estabelecimento das plantas e maior
resisténcia a estresses ambientais (KNOTH et al., 2013). A combinacdo de
substancias humicas e bactérias diazotréficas endofiticas em um biofertilizante,

promoveu em milho um aumento significativo de raizes laterais na fase inicial do
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desenvolvimento da cultura, resultando em maior eficiéncia fotossintética em
condicdes de baixa disponibilidade de nitrogénio (CANELLAS et al., 2013).

Dessa forma os resultados sugerem que a inoculagdo foliar com bactérias
diazotroficas isoladas da filosfera de bambu podem trazer beneficios para o
crescimento da variedade de cana-de-acucar estudada, principalmente nas fases
iniciais do seu desenvolvimento, com base nos dados de massa seca de parte aérea
na concentracdo de N na parte aérea, e também mais tardiamente também visto
pelo incremento da concentracdo de N na parte aérea e raizes da cana-de-agucar
inoculada.

E importante ressaltar que a adicdo de N nao resultou em efeito supressor
sobre os isolados bacterianos. Da mesma forma, Govindarajan e colaboradores
(2007), verificaram que a inoculagcdo de bactérias diazotroficas e aplicagdo de N
promoveram aumentos significativos de biomassa de cana-de-acucar, € o N aplicado
via fertilizante nao afetou significativamente a interacdo planta-bactéria. Nesse
estudo, os isolados Klebsiella sp. GR9, Gluconacetobacter diazotrophicus
ATCC49037, Herbaspirillum seropedicae ATCC35892, Burkholderia vietnamiensis
LMG10929T e Azospirillum lipoferum LMG4348, foram inoculados em cana-de-
acucar adubada com o equivalente a 140 kg N ha™ foi observado que a inoculagdo
associada a adubacgao resultou em massa seca de parte aérea superior ao controle
fertilizado com o equivalente a 280 kg N ha™, até seis meses ap6s o plantio. Esses
dados sugerem que o N aplicado via fertilizante pode nao ter efeito negativo sobre
os isolados bacterianos inoculados.

A utilizacdo da técnica de inoculagdo de bactérias diazotroficas nas folhas
também foi testada em amoreira com adicdo de diferentes doses de adubo
nitrogenado no solo. Os resultados mostraram que a comunidade diazotréfica na
filosfera nao foi afetada pela aplicacao do fertilizante (SUDHAKAR et al., 2000).

A auséncia de resposta positiva na producao de massa seca de parte aérea
devido a inoculagdo de bactérias diazotroficas nas fases mais tardias do
desenvolvimento da planta, como observado neste estudo, também ja foi observado
em ensaios com trigo inoculado com Azospirillum spp. (RODRIGUES et al., 2000),
no qual nao foi verificado efeito significativo da inoculagdo sobre a produgéo de
graos. No entanto, o teor de nitrogénio nos graos aumentou significativamente nos
tratamentos inoculados, 0 que, segundo os autores, ja justificaria a inoculagdo. Sala

e colaboradores (2005) também mostraram que o acumulo de massa seca de trigo
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inoculados com Azospirillum spp., Herbaspirillum spp. e Gluconacetobacter
diazotrophicus nao diferiu significativamente do controle n&o-inoculado, porém a
concentragao de N na parte aérea foi maior nas plantas inoculadas, sugerindo que a
inoculacdo com bactérias diazotroficas pode trazer beneficios adicionais para as
plantas, melhorando a qualidade nutricional do produto final, e nao apenas
promovendo o crescimento vegetal em si.

Canuto e colaboradores (2003) mostraram que a inoculagdo de bactérias
diazotréficas endofiticas em cana-de-agucar em casa-de-vegetagdo nao promoveu
aumento significativo de massa seca de parte aérea e raizes comparadas aos
controles nao-inoculados. Em alguns casos, a inoculagdo promoveu diminuicao no
crescimento das plantas. O mesmo efeito pode ser observado neste estudo em
plantas inoculadas com o equivalente a 30 ou 60 kg de N ha™.

Como visto no capitulo anterior, muitos dos isolados bacterianos estudados
possuem pelo menos um mecanismo potencial de promog¢ao de crescimento vegetal
in vitro € um ou mais de um mecanismo pode ser o responsavel pelo maior
crescimento da cana-de-agucar, nas condigdes testadas. A capacidade de bactérias
da filosfera em produzirem &cido indol-3-acetico (AlA) ou biossurfactantes é uma
vantagem adaptativa e ainda pode favorecer o crescimento das plantas (LINDOW;
BRANDL, 2003; SCHREIBER et al., 2005). As auxinas sdo 0s principais hormdnios
capazes de regular o crescimento de plantas, aumentando o crescimento radicular e
melhorando a absorcdo de nutrientes (LAMBRECHT et al.,, 2000). Elas sao
produzidas principalmente no meristema apical das plantas e transportadas por meio
de células do parénquima até as raizes (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001). A
inoculagédo de bactérias diazotréficas nas folhas poderia alterar o metabolismo das
auxinas e favorecer o crescimento de raizes, como observado neste estudo. A maior
biomassa de raizes observadas em plantas inoculadas com os isolados E5L, B6F,
J8L, I7L e A6L apds a inoculacdo possibilitam uma maior exploracdo do solo e
consequentemente maior absor¢do de nutrientes e agua, aumentando a tolerancia
das plantas a condi¢des de estresse.

Pati e colaboradores (1995) comprovaram que bactérias isoladas da filosfera
de arroz (Azotobacter chroococcum e Azomonas macrocytogenes) inoculadas em
sementes de trigo promoveram aumento significativo de raizes adventicias pela
producdo de AIA e giberelinas. Da mesma maneira, a inoculagdo de

Gluconacetobacter e um mutante defectivo no gene nif em cana-de-agucar
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promoveu o crescimento da planta ndo apenas pela FBN, mas também por outros
mecanismos de crescimento (SEVILLA et al., 2001). Com isso, o somatério da FBN
e acao de fitormbnios de forma conjunta pode ter favorecido o crescimento da cana-
de-acucar.

A concentracdo de N na parte aérea de todos os tratamentos apresentou uma
reducao ao longo do tempo. Esses resultados corroboram os apresentados por
Oliveira (2009) que também observou concentragdo de N na parte aérea da cana-
de-acucar decrescendo linearmente até o final do ciclo da cultura.

3.2.2.1.1 Atividade da nitrogenase

As taxas de FBN nas folhas de cana-de-agucar inoculadas com bactérias
diazotréficas foram avaliadas nas trés épocas de coleta e oscilaram de 0 a 2,2 mg de
N gde folha h™ 7 DAI (Tabela 3.5). Menores taxas de FBN foram observadas 30 dias
apds a inoculagdo com relacdo as demais épocas avaliadas. Segundo Jagnow
(1983) diferentes taxas de redugédo de acetileno ao longo do desenvolvimento da
planta podem estar relacionadas a reducao das concentragdes inibitérias de N no
solo. Além disso, qualquer fator externo durante o desenvolvimento da planta
acarretando em reducao na taxa fotossintética pode afetar indiretamente a regulacao
da FBN (PATE, 1977).

Para todos os tratamentos e doses aos 7 DAI, cerca de 50% das amostras
inoculadas apresentaram taxas de FBN significativamente superiores em relacéo as
amostras nao-inoculadas. Aos 30 DAI, as taxas de FBN néao diferiram
estatisticamente (p>0,05) entre nenhum dos tratamentos. Aos 60 DAI, 97% das
amostras inoculadas apresentaram diferenca significativa de FBN em relacdo ao
controle ndo-inoculado, indicando que a FBN ocorre em taxas elevadas no inicio e
ao final do experimento.

De maneira geral, as plantas apresentaram taxas de FBN elevadas no inicio do
experimento (até 2,2 mg N g'h™") nas plantas inoculadas com o isolado A6L, sem
adicdo de N. Aos 30 DAI, a taxa de FBN diminuiu, chegando a valores minimos de
10 pg de N g'h™ em plantas que foram inoculadas com o isolado G4L e adubadas
com o equivalente a 60 kg de N ha”. Aos 60 DAI, a taxa de FBN se elevou
novamente, chegando a 1,1 mg N g'h™' para os isolados D4F e J8L na auséncia de
adubacao nitrogenada. Freiberg (1998) relatou que a taxa de FBN na filosfera
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aumenta de acordo com a idade da folha, da mesma forma que aumenta a
densidade dos micro-organismos na filosfera. Porém a reducéo da taxa de FBN 30
DAI pode ter ocorrido devido ao tempo necessario para 0S micro-organismos
diazotroéficos introduzidos se adaptarem ao novo habitat, sendo que esse fator pode
influenciar diretamente no processo de FBN (TRINICK, 1982).

A adicao de fertilizante nitrogenado interferiu negativamente na atividade da
nitrogenase 60 DAI, sendo observadas reducédo de 30 a 50% no ARA nas plantas
que receberam a dose mais elevada de adubo nitrogenado. Resultados similares
foram reportados por Gupta e colaboradores (1982) em folhas de arroz inoculadas
com bactérias diazotréficas e com aplicacao de diferentes doses de N.

E importante ressaltar que nem todo N fixado pelas bactérias é assimilado
pelas plantas. O destino do N fixado por diazotroficos de vida livre é constantemente
motivo de questionamento. Uma parte do nitrogénio fixado pode ser perdido
rapidamente por desnitrificacdo, como nos casos relatados em desertos (SKUJINS;
KLUBEK, 1978), ou ap6s a morte celular dos micro-organismos, o N pode ser
mineralizado como observado em cianobactérias (JONES; WILSON; 1978) ou em
bactérias heterotroficas de vida livre (JONES, 1978). Mas de fato, uma grande fracao
do N fixado fica retido nos ecossistemas, incorporado no solo em compartimentos da
matéria organica, ou lancado no meio extra celular como N organico, o qual pode ser
absorvido na filosfera das folhas ou mesmo no solo pelas plantas vasculares,
bactérias, cianobactérias ou fungos (JONES, 1978; JONES; WILSON, 1978).

A eficiéncia do uso do N fornecido para as plantas foi estudado por Andrews e
colaboradores (2009) em que foi avaliado a eficiéncia da assimilacao do N fixado por
bactérias diazotréficas em comparacdo a assimilagdo de NH** ou NO® Essa
eficiéncia € dada pela capacidade da planta em converter o N assimilado em massa
seca de parte aérea e proteina bruta. Neste trabalho foi reportado que o custo
energético envolvido no processo de crescimento das plantas, regulacdo do pH e
assimilacao do N sdo de 5 a 7% maiores quando ha fixacdo de N, comparado a
assimilacdo de NH** ou NO*' principalmente no caso das leguminosas, devido
necessidade de formacao dos nédulos radiculares. Ja em associacdo com bactérias
de vida livre o custo energético para as plantas é relativamente menor, o que sugere
uma maior eficiéncia do processo de assimilagdo do N fornecido por bactérias de

vida livre.
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Tabela 3.5 — Atividade da nitrogenase (ug N g'1 de folha h'1) em cana-de-agUcar inoculada com
bactérias diazotroficas via pulverizagao foliar e com diferentes doses de N aos 7, 30 e

60 DAI
Dias apds a inoculacao
ISOLADOS Doses de N 7 30 60
A6L 0 2.285,95 a 26,59 a 259,98 b
30 667,23 a 27,40 a 1.578,24 a
60 1.016,51 a 18,70 a 495,77 a
B6F 0 0,00b 29,53 a 818,70 a
30 288,65 b 53,04 a 424,21 a
60 428,34 a 30,00 a 450,28 a
C5L 0 739,42 a 23,08 a 963,78 a
30 527,91 a 41,75 a 496,15 a
60 1.143,19 a 45,23 a 273,05b
C6F 0 356,41 b 26,39 a 937,02 a
30 347,09 b 25,81 a 783,69 a
60 289,51 b 16,50 a 695,57 a
D4F 0 109,89 b 38,85 a 1.117,75 a
30 168,95 b 21,38 a 849,34 a
60 302,82 b 13,02 a 406,52 b
E5L 0 0,00b 19,38 a 1.043,17 a
30 190,18 b 39,73 a 481,44 a
60 513,38 a 15,21 a 279,14 b
F5L 0 231,49 b 25,42 a 759,40 a
30 437,18 a 21,49 a 664,07 a
60 238,01 b 15,01 a 829,20 a
G4L 0 281,36 b 30,26 a 832,83 a
30 1.016,35 a 37,85 a 488,16 a
60 869,85 a 10,44 a 341,25 b
7L 0 447,38 a 45,96 a 1.158,40 a
30 236,86 b 23,85 a 495,31 a
60 166,86 b 10,77 a 456,61 a
J8L 0 565,78 a 31,78 a 714,27 a
30 852,48 a 16,81 a 496,80 a
60 448,86 a 20,08 a 530,29 a
Nao-inoculado 0 166,68 b 23,32 a 400,84 b
30 392,85 b 7,89 a 145,60 b
60 0,00b 7,60 a 47,56 c
CV (%) 52,87 37,77 35,07

Valores correspondem as médias de 3 repeticdes
Médias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Scott Knott
(p<0,05), na mesma coluna e no mesmo tempo de cultivo.




126

Poucos séo os trabalhos reportando taxas de FBN na filosfera. Um deles é o
trabalho reportado por Murty (1984) em que foi observado que na filosfera de
diferentes espécies de algodao (Gossypium hirsutum L. e G. herbaceum L.), a
atividade da nitrogenase variou entre 0,18 e 0,78 nmol de CoHscm™ h'1. Neste caso,
Beijerinckia sp foi observada como o micro-organismo predominante na filosfera das
variedade de algodao testadas. Comparando as taxas de FBN na filosfera de cana-
de-agucar, sorgo, bambu e amoreira, Murty (1983) verificou taxas em torno de
174,11; 166,07; 72,32 e 37,36 nmol C2Hs g h™' respectivamente. O autor relata que
a superficie cerosa das folhas de amoreira pode ter relacao direta com a menor taxa
de FBN observada. Sendo assim, a combinacao de dois fatores: a presenca de
micro-organismo diazotrofico especifico com habilidade de colonizar a filosfera e
crescer em ambientes limitantes em fontes de C e a permeabilidade das folhas
facilitando a entrada de nutrientes, combinam para obtencdo de taxas de FBN
ideais. Além dos fatores citados, a intensidade luminosa, estresse osmdtico,
exposicao a radiacao UV, umidade da folha e disponibilidade de nutrientes também
séo fatores importantes que podem afetar a FBN na filosfera (BENTLEY, 1987).

Gomez (2012) avaliando a FBN em folhas de bambu da Mata Atlantica, local de
origem dos isolados, usando a técnica de reducdo de acetileno, verificou valores
entre 72 e 2.164 nmol etileno g de folha h™'. Os valores de ARA observados nas
folhas de cana-de-aclcar, neste estudo, chegaram a 5,61 nmol etileno g'h™ no
periodo de 7 DAl e 1,59 nmol etileno g'h™" 60 DAI. Essa grande diferenca se deve
possivelmente a existéncia de uma grande diversidade de espécies de micro-
organismos diazotroficos na filosfera de bambu na Mata Atlantica com capacidade
variada de fixar N atmosférico, como mostrado por Gomez (2012) e Andreote (2013).
Além disso, a FBN em florestas pode ser maior, pois em areas onde a demanda e as
perdas de N sdo relativamente altas como na liteira em decomposicao, a FBN
poderia ser favorecida (HEDIN et al., 2009).

Resultados apresentados por Gupta e colaboradores (1982) que realizaram o
mesmo teste de reducdo de acetileno em plantas de arroz inoculadas com micro-
organismos diazotroficos epifiticos mostraram que as taxas de FBN variaram de 664
a 816 nmol g de folha h™', porém os autores relatam uma reducgdo drastica da
atividade da nitrogenase quando era aplicado fertilizante nitrogenado mineral,

reduzindo os beneficios que as bactérias diazotréficas traziam.
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A analise da atividade da nitrogenase na filosfera de plantas inoculadas € muito
importante, pois nem sempre o0 potencial que os isolados expressam nos testes in
vitro € verificado quando em contato com a planta. Em meio de cultura sdo dadas
todas as condigbes para que a bactéria expresse seu potencial maximo, como
nutrientes, temperatura e auséncia de competicdo com outros micro-organismos. O
mesmo ndo acontece quando 0S micro-organismos estdo no ambiente natural.
Caracteristicas como capacidade de adaptacdo e competitividade sdo importantes
quando se pensa em utilizar um micro-organismo como inoculante. Assim, a
dindmica da populagdo dos diferentes isolados foi avaliada na superficie das folhas
de cana-de-agucar usando gPCR para determinar a variagcdo do numero de cépias
do gene rRNA 16S.

3.2.2.1.2 Dinamica da populacao bacteriana na superficie das folhas de cana-

de-acucar inoculadas

O monitoramento do numero de cdpias do gene rRNA 16S por PCR em tempo
real (QPCR) € uma técnica de alta sensibilidade que permitiu determinar a dindmica
da populacdo das bactérias inoculadas na superficie das folhas, com base na
relacdo de valores de Ct (Cycle threshhold) e de curvas padrao de DNA do micro-
organismo alvo (D’HAENE; VANDESOMPELE; HELLEMANS, 2010). O objetivo
principal da analise de gPCR utilizando oligonucleotideos especificos para o género
Klebsiella foi verificar a presenca dos mesmos nas filosfera de cana-de-agucar ao
longo dos 2 meses de experimento.

Com base nos resultados apresentados na Figura 3.3, é possivel verificar que o
elevado numero de copias do gene rRNA 16S de todos os isolados foi elevado
durante todo o tempo do experimento, indicando que as bactérias inoculadas
sobreviveram na filosfera da cana-de-agucar.

Os isolados A6L, C5L, I7L, J8L, G4L e C6F apresentaram elevado numero de
copias do gene rRNA 16S por massa foliar no inicio do experimento (até 2,6.10°).
Para esses isolados, aos 30 DAI, houve uma redugdo no numero de cépias do gene
rRNA 16S, e aos 60 DAI o nimero de cépias volta a aumentar. O nimero de cépias
do gene rRNA 16S dos isolados E5L, F5L e D4F diminuiu ao longo do tempo. Ja o
numero de copias do gene rRNA 16S do isolado B6F se manteve constante durante
todo o experimento. Apenas o isolado C6F 7 DAI apresentou niumero de cépias do
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gene rRNA 16S significativamente superior aos demais tratamentos, e nos tempos
seguintes essa diferenca nao foi siginificativa (p<0,05). Nos controles ndao-inoculados
nao foi detectado cépias do gene rRNA 16S dos isolados do género Klebsiella com
os iniciadores selecionados, sugerindo que a FBN observada em alguns desses
tratamentos pode estar associada a presenca de outras bactérias epifiticas ou
mesmo endofiticas porém aparentemente em menores quantidades. Assim, nos
tratamentos inoculados, parte da FBN pode estar sendo realizada por bactérias
diferentes das inoculadas.

Os resultados sugerem que o numero de bactérias na superficie das folhas de
cana-de-agucar aumentou de acordo com o crescimento das folhas, j& que os
céalculos levam em consideracdo a massa fresca das plantas em todos os tempos de
avaliacdo. Além disso, as taxas de FBN nas folhas apresentadas anterioremente
foram menores 30 DAI, momento em que se observa uma reducao no numero de
copias do gene rRNA 16S na maioria dos casos. Isso fica evidente quando se
compara a taxa de FBN em plantas inoculadas com o isolado G4L 30 DAI, com o
nimero de cépias do gene rRNA 16S do isolado neste periodo (2.8.10°) as quais
foram as menores obervadas em todas as doses de N aplicadas. Porém, o mesmo
comportamento ndo é observado em todos os tratamentos.

Considerando-se as diferentes doses de nitrogénio aplicados no solo, nao
foram observadas diferencas significativas entre o nimero de cépias do gene rRNA
16S de Klebsiella entre os tratamentos, sugerindo que a aplicacao de fertilizante no
solo nao foi um fator determinante na sobrevivéncia dos isolados na filosfera de

cana-de-agucar.
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Figura 3.3 — Quantificagdo do gene rRNA 16S dos isolados inoculados em cana-de-agucar aos 7,30 e
60 DAl em condicoes de casa-de-vegetagcao. Os valores sao médias de trés repeticoes e
as barras representam o desvio padrao da média.

*Indica diferenga significativa entre a quantidade de cépias do gene rRNA 16S do
isolado comparado aos demais isolados aos 7 DAI (p<0.05)
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Pouco se conhece sobre a dindmica das populacdes de bactérias de vida livre
inoculadas na filosfera de plantas. Pesquisas realizadas por Pati e Chandra (1981)
mostravam que a pulverizacdo de bactérias de vida livre em folhas de trigo
promoveram o crescimento das plantas por meio principalmente da FBN. Mas, apos
o reisolamento das bactérias inoculadas, foi verificada uma queda siginificativa do
namero de bactérias, com relacdo a populagdo no tempo inicial. Sendo assim, os
autores sugerem que nem toda bactéria diazotrofica de vida livre € capaz de
sobreviver na filosfera das plantas. O mesmo foi relatado por Sengupta e
colaboradores (1978) que utilizaram bactérias de vida livre isoladas do solo, e
inocularam na superficie das folhas porém, ndo obtiveram resultados satisfatorios.

A colonizagao da filosfera é dependente da exsudacéo de nutriente pela planta,
injurias no tecido foliar causadas por insetos, ou aporte de nutrientes pela agua da
chuva (YANG et al., 2001). Avaliando o tempo de sobrevivéncia de
Gluconacetobacter diazotrophicus e Herbaspirillum sp inoculadas em toletes de
cana-de-agucar, Muthukumarasamy e colaboradores (2006) mostraram que aos 180
dias apds a inoculacdo, a populacao de Herbaspirillum sp se manteve estavel, ja a
populacdo de Gluconacetobacter foi reduzida, com relagdo a populagédo inicial,
indicando a maior estabilidade de bactérias de Herbaspirillum comparadas a de
Gluconacetobacter. Também com objetivo de verificar o periodo de sobrevivéncia de
um conjunto de bactérias aplicadas em toletes de cana-de-agucar juntamente com
um polimero de carboximetilcelulose, Silva e colaboradores (2012) constataram que
as 5 bactérias (Gluconacetobacter diazotrophicus, Herbaspirillum seropedicae, H.
rubrisubalbicans, Azospirillum amazonense e Burkholderia tropica) inoculadas juntas
ou individalmente foram capazes de sobreviver por 90 dias, beneficiando tanto no
crescimento das plantas quanto na concentragdo de N na parte aérea.

Dessa maneira, os resultados apresentados neste trabalho contribuem para o
melhor entendimento do comportamento de bactérias introduzidas na filosfera de
cana-de-agucar, e mostraram que a aplicacdao das bactérias via pulverizagao foliar €
uma técnica eficaz, confirmando que a populagdo microbiana inoculada se manteve

em niveis elevados até o final do experimento.
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3.2.2.2 EXPERIMENTO 2. Inoculacao de bactérias diazotréficas encapsuladas
em micro-esferas de alginato em cana-de-acucar micropropagada

Este experimento teve a mesma abordagem e o mesmo planejamento
experimental do experimento anterior, mudando apenas a forma de aplicagdo do
inoculante e a variedade de cana-de-acucar. Deste modo, todas as plantas que
receberam o inoculante bacteriano encapsulado individualmente também receberam
o equivalente a 0, 30 e 60 kg de N ha™' de fertilizante nitrogenado, e também foram
avaliados 7, 30 e 60 DAI.

Concomitantemente a inoculagcdo das microesferas em solo, o in6culo
encapsulado em polimero de alginato foi avaliado para determinar a viabilidade das
bactérias apds o encapsulamento. Apds 7 dias, todos os isolados encapsulados
apresentaram, em meio de cultivo, aproximadamente 10° UFC por esfera, resultado
similar ao obtido por Ivanova e colaboradores (2006).

Aos 7 DAI, sem adicéo de fertilizante nitrogenado e com o equivalente a 60 kg
de N ha™ nao foram verificados ganhos significativos de massa seca de parte aérea
das plantas inoculadas em comparacao aos controles sem inoculagao. Na presenca
do equivalente a 30 kg de N ha!, 40% das plantas inoculadas apresentaram médias
de massa seca de parte aérea significativamente superiores ao controle sem
inoculacgao (p<0,05).

Aos 30 DAI, ndo foi observada diferenca significativa dos tratamentos
inoculados em comparacao aos controles nao inoculacao com relagdo ao acumulo
de massa seca na parte aérea.

Aos 60 DAI e na auséncia de adubacao nitrogenada, as plantas inoculadas
com os isolados C5L, D4F e E5L produziram biomassa aérea significativamente
superior (p<0,05) do que os demais tratamentos e controle e sem inoculacdo. Com
adicdo do equivalente a 30 kg N ha™', 60% dos tratamentos apresentaram massa
seca de parte aérea estatisticamente superior (p<0,05) ao controle. Com o
equivalente a 60 kg de N ha', 70% dos tratamentos inoculados também
apresentaram médias superiores (p<0,05) em relacdo ao controle sem inoculacdo. O
tratamento que recebeu as micro-esferas contendo o isolado E5L e o equivalente a
60 kg N ha™ apresentou a maior massa seca de parte aérea 60 DAI, comparado com
o controle nado-inoculado que recebeu a mesma dose de N , ou mesmo ao

tratamento ndo-inoculado que nao recebeu adubacado nitrogenada. Os resultados
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obtidos sugerem que a inoculagcdo de bactérias diazotroficas encapsuladas em
micro-esferas de alginato foi eficiente em promover aumentos significativos da parte
aérea da cana-de-acucar inoculada mesmo com adicdo de N na forma de uréia,
principalmente aos 60 DAI.

Com relacdo ao aumento de massa seca de raizes, aos 7 DAI nao foram
verificadas diferencas significativas entre os tratamento (Tabela 3.7).

Aos 30 DAI foram observadas diferengas significativas (p<0,05) no incremento
de massa seca de raizes somente para os tratamentos com o biofertilizante e com o
equivalente a 30 kg de N ha™', onde 40% deles apresentaram médias superiores ao
tratamento controle.

Aos 60 DAI foram verificados que 50% dos tratamentos inoculados na
presenca do equivalente a 60 kg de N ha'apresentaram médias estatisticamente
superiores (p<0,05) aos controles nao-inoculado (Tabela 3.7).

Segundo Bashan & Levanony (1990), ganhos de aproximadamente 20%
atribuidos a inoculagdo com bactérias diazotroficas seria considerado significativo
para comercializacdo e aplicagdo de um inoculante na agricultura. Neste
experimento, 30 DAI, a planta inoculada com o isolado D4F apresentou um ganho
de 120%, comparado ao tratamento controle nao-inoculado. Aos 60 DAI, as plantas
inoculadas com o isolado J8L também apresentaram ganhos de 72% comparados
aos tratamentos n&o inoculados, indicando assim, incremento significativo atribuido

a inoculacao do solo com micro-esferas de alginato contendo bactérias diazotréficas.
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Tabela 3.6- Médias de massa seca de parte aérea (MSPA)(g) em cana-de-aglcar inoculada com
bactérias diazotréficas encapsuladas em microesferas de alginato e com diferentes

doses de N aos 7, 30 e 60 DAI

Dias apdés a inoculacao

ISOLADOS Doses de N 7 30 60
A6L 0 2,06 a 6,27 a 20,87 b
30 2,08 a 10,17 a 22,23 b
60 1,76 a 8,88 a 30,84 a
B6F 0 1,07 a 6,52 a 20,02 b
30 1,08 b 9,17 a 31,12 a
60 1,41 a 10,41 a 22,32 b
C5L 0 1,28 a 6,32 a 28,03 a
30 1,72 a 8,66 a 3191 a
60 1,24 a 8,85a 33,24 a
C6F 0 1,13 a 5,36 a 17,07 b
30 1,15b 7,49 a 2437 Db
60 1,19 a 6,33 a 2146 b
D4F 0 1,41 a 7,73 a 27,47 a
30 1,71 a 7,84 a 34,00 a
60 1,06 a 7,83 a 30,45 a
E5L 0 1,13 a 6,22 a 24,91 a
30 1,41b 8,26 a 36,05 a
60 1,01 a 8,54 a 37,74 a
F5L 0 1,08 a 6,66 a 17,45Db
30 1,32 b 9,09 a 18,97 b
60 0,99 a 8,58 a 36,91 a
G4L 0 1,96 a 5,95a 18,41 b
30 1,89 a 5,77 a 26,61 b
60 1,08 a 7,96 a 2431Db
7L 0 1,17 a 7,05 a 20,51 b
30 1,22 b 8,31a 37,51a
60 1,23 a 8,83 a 33,11 a
J8L 0 1,23 a 5,34 a 15,81 b
30 1,39 b 6,23 a 29,11 a
60 1,73 a 7,39 a 28,89 a
Nao-inoculado 0 1,02 a 5,01 a 13,18 b
30 1,28 b 7,51 a 21,16 b
60 1,28 a 7,02 a 19,53 b
CV (%) 31,71 22,02 21,68

Valores correspondem as médias de 3 repeticdes

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Scott Knott
(p<0,05), na mesma coluna e na mesma dose de N
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Tabela 3.7- Médias de massa seca de raizes (MSR) (g) em cana-de-agUcar inoculada com bactérias
diazotréficas encapsuladas em esferas de alginato e com diferentes doses de N aos 7, 30 e

60 DAI
Dias apés a inoculacao
ISOLADOS Doses de N 7 30 60
A6L 0 6,01 a 9,16 a 11,34 a
30 5,75 a 11,12 a 15,33 a
60 5,46 a 10,89 a 17,12 ¢
B6F 0 5,08 a 8,08 a 16,22 a
30 4,36 a 10,62 b 20,71 a
60 572 a 11,2 a 20,99 b
C5L 0 4,82 a 7,54 a 14,88 a
30 4,96 a 13,24 a 20,48 a
60 4,78 a 14,51 a 20,98 b
C6F 0 5,75 a 6,81 a 14,26 a
30 519 a 8,27 b 20,49 a
60 5,7 a 8,38 a 16,3 C
D4F 0 4,97 a 10,77 a 17,29 a
30 4,59 a 14,84 a 19,64 a
60 4,63 a 11,16 a 18,36 C
E5L 0 4,86 a 6,26 a 16,62 a
30 581a 8,45b 20,48 a
60 4,73 a 10,62 a 20,37 b
F5L 0 525 a 6,76 a 12,97 a
30 4,94 a 8,35b 18,37 a
60 537 a 8,41 a 17,47 c
G4L 0 5,83 a 8,56 a 15,91 a
30 4,42 a 6,06 b 18,93 a
60 5,45 a 11,19 a 19,17 ¢
7L 0 521a 7,48 a 13,78 a
30 4,82 a 10,99 a 20,21 a
60 412 a 11,58 a 23,62 b
JsL 0 5,01 a 4,51 a 13,5a
30 532a 8,93 b 19,67 a
60 5,96 a 9,03 a 26,19 a
N&o-inoculado 0 511a 9,85 a 13,58 a
30 6,08 a 6,74 b 13,27 a
60 521a 9,91 a 15,21 ¢
CV (%) 19,27 27,38 25,04

Valores correspondem as médias de 3 repeticdes
Médias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Scott Knott (p<0,05),
na mesma coluna e na mesma dose de N.
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A concentracdo de N na parte aérea das plantas inoculadas nao apresentou
diferencas significativas em relacdo aos controles nao-inoculados 7 e 30 DAI. Porém 60
DA, foi verificado aumento significativo na concentracao de N na parte aérea em relacao
as plantas que néao receberam inoculante (p<0,05, Tabela 3.8). A adigdo do equivalente a
60 kg de N ha' resultou em 40% dos tratamentos com médias significativamente
superiores (p<0,05) aos controles ndo inoculados. Plantas inoculadas com os isolados
A6L e E5L apresentaram concentragdo de N na parte aérea estatisticamente superior ao
controle n&o-inoculado e ao demais tratamentos inoculados.

Sao escassos os trabalhos que relatam a promog¢ao de crescimento vegetal por
bactérias encapsuladas inoculadas no solo. Rekha e colaboradores (2007) testando a
inoculacao de Pseudomonas putida CC-FR2-4 e Bacillus subtilis CC-pg104 encapsulados
verificaram que o procedimento de encapsulamento n&o inibiu os efeitos benéficos dos
isolados. De forma semelhante, o encapsulamento e inoculacdo de Enterobacter no solo
promoveu significativo crescimento das plantas principalmente quando associado a
inoculacao de fungos micorrizicos arbusculares devido ao potencial de solubilizacao de P
apresentado pela bactéria (VASSILEVA et al, 1999), sugerindo assim que o
encapsulamento de bactérias promotoras de crescimento de plantas € uma técnica
promissora e pode trazer muitos beneficios para as plantas hospedeiras.

Testando varias formulagdes para producao de inoculante, Trivedi e colaboradores
(2005) constataram que a inoculacao de bactérias imobilizadas em polimeros de alginato
promoveu maior crescimento de milho principalmente em regides de clima frio. Foi
verificado um aumento significativo da planta inoculada comparada ao controle nao
inoculado, principalmente com relacdo ao aumento de massa radicular, 0 que possibilitou
um melhor estabelecimento da cultura. De forma semelhante, foram observados
aumentos significativos de raizes de cana-de-agucar inoculadas em ambos 0s ensaios
testados, sugerindo entdo que as bactérias diazotréficas da Mata Atlantica podem
contribuir de forma significativa para o crescimento das raizes e estabelecimento da

cultura inoculada tanto na forma liquida quanto encapsulado.
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Tabela 3.8 — Médias de concentracdo de N (g.kg'1) na parte aérea de cana-de-agUcar inoculada com
bactérias diazotroficas encapsuladas em esferas de alginato e com diferentes doses de N
aos 7, 30 e 60 DAI

Dias apés a inoculacao

ISOLADOS Doses de N 7 30 60
A6L 0 13,18 a 6,99 a 5,00 a
30 13,86 a 9,18 a 5,15a
60 15,73 a 10,50 a 8,63 a
B6F 0 15,31 a 8,39 a 4,97 a
30 18,03 a 9,06 a 6,54 a
60 17,46 a 10,85 a 5,18 c
C5L 0 13,82 a 7,84 a 4,69 a
30 15,13 a 12,27 a 6,20 a
60 14,19b 9,34 a 7,07 b
C6F 0 14,08 a 9,45 a 5,63 a
30 13,95 a 12,54 a 5,83 a
60 14,15b 10,28 a 6,86 b
D4F 0 13,95 a 8,18 a 5,54 a
30 15,05 a 10,96 a 5,70 a
60 15,50 a 10,08 a 511 c
E5L 0 14,76 a 8,45 a 529 a
30 14,45 a 9,11 a 4,69 a
60 15,24 a 9,31 a 9,40 a
F5L 0 15,17 a 8,69 a 533 a
30 12,13 a 8,67 a 5,26 a
60 15,33 a 11,56 a 5,08 c
G4L 0 15,14 a 8,62 a 531a
30 13,38 a 9,38 a 6,66 a
60 13,45b 9,37 a 6,18 C
I7L 0 13,75 a 7,73 a 512 a
30 15,11 a 7,89 a 443 a
60 13,00 b 8,73 a 480 c
J8L 0 12,15 a 10,60 a 532 a
30 13,98 a 12,31 a 6,96 a
60 14,91 a 11,83 a 491c
Nao-inoculado 0 15,01 a 9,20 a 5,24 a
30 14,37 a 8,14 a 5,23 a
60 15,62 a 10,98 a 5,08 c
CV (%) 12,87 19,43 8,76

Valores correspondem as médias de 3 repeticdes
Médias seguidas de mesma letra nao diferem significativamente entre si pelo teste de Scott Knott (p<0,05),
na mesma coluna e na mesma dose de N
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Nao somente o encapsulamento das bactérias promotoras de crescimento tem
mostrado bons resultados, mas também outras formulagdes foram relatadas com grande
eficiéncia na promogao de crescimento vegetal. Uma formulagdo suplementada com
quitina e a bactéria Bacillus subtilis utilizadas no tratamento de sementes de amendoim e
feijao guandu mostrou ndo s6 uma promocao do crescimento das plantas, mas também
eficiéncia no controle biol6gico contra fungos patogénicos (MANJULA, PODILE, 2001).

A resposta positiva da planta, principalmente depois de 60 DAI, pode ter sido
causada pela liberagéo lenta das bactérias que foram imobilizadas nas micro-esferas de
alginato. Segundo Schoebitz e colaboradores (2013) o encapsulamento de rizobactérias
oferece as vantagens de liberacado controlada das bactérias e protecdo contra estresses
bidticos e abiodticos no solo. Utilizando marcadores moleculares Trivedi e colaboradores
(2005) verificaram que um inoculante formulado com polimero de alginato apresentou
uma baixa colonizagdo das raizes de milho nas fases iniciais do desenvolvimento da
planta e foi aumentando o nimero de células colonizando as raizes ao logo das semanas,
comparados a formulagéo liquida que apresentou alta populagdo nas raizes nas fases
iniciais e reduziu com o passar do tempo. Essa maior capacidade de sobrevivéncia e
colonizacdo da rizosfera em etapas mais tardias do desenvolvimento das plantas com
inoculacdo de células imobilizadas de bactérias promotoras de crescimento ja foram
reportadas em outros trabalhos (HAMMAD; EL-MOHANDES, 1999).

O uso de polimeros biodegradaveis com finalidade de manter células bacterianas de
inoculantes vidveis por mais tempo € uma pratica que vem sendo estudada ha algum
tempo. Estudos apontam que a utilizacdo de polimeros biodegradaveis que promovem o
encapsulamento de células bacterianas e so6 liberam apés sua degradacao favorecem a
multiplicacdo e sobrevivéncia dos micro-organismos quando aplicados ao solo
(DENARDIN; FREIRE, 2000), protegendo as células contra estresses ambientais.

Wu e colaboradores (2011), a fim de reduzir o estresse salino sofrido pela populacéo
bacteriana inoculada no solo, verificaram que bactérias do género Klebsiella apds serem
encapsuladas tinham maior taxa de sobrevivéncia se comparadas as bactérias livres
inoculadas em solos cultivados com algodao, e proporcionavam maior crescimento da
planta. Posteriormente, Wu e colaboradores (2014) confirmaram a eficacia da tecnologia,
mostrando que bactérias encapsuladas sobreviviam melhor a inoculacdo em solos com
alta salinidade e proporcionavam melhor germinacdo de semente de algodao,
comparadas a bactérias livres. Com isso, possivelmente a aplicacdo de fertilizantes
nitrogenados no solo apresentou menor influéncia na atividade das bactérias diazotréficas
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do que se as bactérias tivessem sido aplicadas livremente no solo, promovendo de forma
mais eficiente o crescimento da cana-de-agucar. Altas doses de fertilizantes nitrogenados
ja foram sugeridas como responsaveis pela diminuicdo do numero populacional de
bactérias fixadora de N em variedades de cana-de-acucar cultivadas no México
(FUENTES-RAMIREZ et al., 1999).

Silva e colaboradores (2009), aplicando uma mistura de bactérias diazotréficas em
campo juntamente com polimero carboximetilcelulose e amido, verificaram o aumento da
produtividade de colmos e massa seca da cana-de-agucar aos 11 meses apds o plantio,
indicando que o uso de polimeros pode beneficiar na sobrevivéncia das bactérias no solo
e consequentemente possibilitar que as bactérias inoculadas promovam o crescimento

das plantas por mais tempo ou em momentos tardios do desenvolvimento das plantas.
3.2.2.2.1 Determinacao da atividade da nitrogenase

As taxas de FBN no solo inoculado com micro-esferas contendo bactérias
diazotréficas oscilaram entre 0 e 4 g de N g' h'(Tabela 3.9). Aos 7 DAI, todas as
amostras testadas apresentaram atividade da nitrogenase, sendo que foram observadas
as maiores taxas de FBN comparados aos demais tempos avaliados, chegando a 4 g de
N g'h” no tratamento inoculado com o isolado I7L. No momento desta avaliacdo, as
micro-esferas estavam integras no solo. Aos 30 DAI, a atividade da nitrogenase n&o foi
detectada em alguns dos tratamentos. As taxas de FBN chegaram ao maximo a 84 mg de
N h™' em média, nas plantas inoculadas com o isolado E5L sem a aplicacdo de N mineral.
Aos 60 DAI, foram observadas taxas de FBN variando de 0 a 13 mgde Ng'h™.

Aos 30 DAI, néo foi possivel detectar as esferas integras no solo, indicando que elas
se degradaram. Também foi possivel verificar que a aplicacdo de N mineral interferiu na
atividade da nitrogenase dos isolados inoculados principalmente 30 e 60 DAI, em
comparag¢ao com solos que nao receberam adubacao nitrogenada.

De maneira geral, solos inoculados e sem adubacdo nitrogenada apresentaram
maiores taxas de FBN em comparacao aos tratamentos com adubacéo (p<0,05). Novos
testes serdo realizados testando, por exemplo, outros veiculos que possam ter maior
durabilidade no solo impedindo que as esferas se degradem com facilidade.

Apesar da técnica de imobilizacdo por encapsulamento de bactérias ser uma pratica
utilizada por muitos anos e apresentar bons resultados, o teste de reducédo de acetileno
em solos inoculados com micro-esferas contendo bactérias diazotréficas ainda ndo havia

sido reportado.
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Os resultados deste trabalho sugerem que o processo de imobilizacdo de bactérias
diazotréficas de vida livre para producdo de um inoculante é uma alternativa eficaz aos
inoculantes atualmente disponiveis no mercado, uma vez que promoveu aumentos
significativos de massa seca de parte aérea, raizes e concentracdo de N na variedade de
cana-de-agUcar estudada e nas condicoes testadas e, além disso, apresentou elevada
taxa de FBN no solo inoculados com as micro-esferas de alginato.
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Tabela 3.9 — Atividade da nitrogenase (mg N g"1 h"1) em solo inoculado com esferas contendo bactérias
diazotréfica isoladas da Mata Atlantica e diferentes doses de adubacéao nitrogenada

Dias ap6s a inoculacao

ISOLADOS Doses de N 7 30 60
A6L 0 332,64 b 8,59b 13,81 a
30 2.461,00 a 2,44 b 3,04b
60 1.010,31 b 0,00b 1,98 b
B6F 0 2.806,30 a 19,07 b 5,96 a
30 1.516,14 a 11,33 a 0,56 b
60 250,83 b 13,14 a 1,47 b
C5L 0 3.018,42 a 2,32b 12,60 a
30 1.156,74 a 1,04 b 0,31b
60 398,93 b 0,79b 4,67 a
C6F 0 2.353,27 a 0,52b 9,17 a
30 1.126,68 a 1,28 b 3,16 b
60 2.041,30 a 0,00b 0,00b
D4F 0 1.445,61 a 1,08 b 2,63b
30 278,34 b 0,00b 0,25b
60 1.906,24 a 0,00b 0,00b
E5L 0 865,26 b 84,86297 a 6,98 a
30 612,35b 7,56 b 1,53b
60 1.984,58 a 0,46 b 4,61 a
F5L 0 3.686,04 a 13,03 b 3,46 b
30 2.023,54 a 0,38b 1,43 b
60 77498 b 0,61b 10,23 a
G4L 0 2.010,25 a 4,76 b 11,99 a
30 1.907,23 a 1,07 b 11,07 a
60 1.757,34 a 1,69b 0,72b
7L 0 261,74 b 435b 1,60 b
30 298,43 b 0,67b 290 b
60 4.281,09 a 1,26 b 0,00b
J8L 0 936,45 b 10,24 b 11,70 a
30 1.999,10 a 410b 0,00b
60 1.468,31 a 0,93 b 2,81Db
Nao-inoculado 0 224,04 b 2,60Db 0,00 b
30 368,32 b 1,53b 0,62b
60 388,04 b 0,00 b 0,00 b
CV(%) 62,58 144 52 89,23

Valores correspondem as médias de 3 repeticoes
Médias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Scott Knott (p<0,05),
na mesma coluna e na mesma dose de N
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3.2.2.2.2 Dinamica da populacao bacteriana no solo

A dinamica da populacao bacteriana dos solos inoculados foi determinada por gPCR
usando iniciadores especificos para Klebsiella. Aos 7 DAI, amostras de solo ainda
apresentavam as micro-esferas visiveis, como citado anteriormente, e a andlise por gPCR
confirmou a presenga das bactérias inoculadas.

Aos 7 DAI foi observado no solo inoculado com o isolado A6L até 6.10' bactérias
por grama de solo. Aos 30 e 60 DAI, ndo foi possivel detectar as micro-esferas no solo,
porém foi realizado o monitoramento no solo inoculado e foi confirmada a presenca dos
isolados em todos os tempos. A presenca de 10° e 10 bactérias por grama de solo tanto
30 dias quanto 60 DAI foi confirmada para todos os isolados (Figura 3.4).

Assim como no ensaio de inoculacdo via pulverizagédo foliar, no presente ensaio
pode-se observar a presenca de copias do gene 16S rRNA de bactérias pertencentes
aos género Klebsiella, o mesmo dos isolados inoculados, aos 60 DAI, mesmo apos a
degradacao das esferas. O comportamento de 7 dos 10 isolados foi de declinio no
nuamero de copias do gene rRNA 16S ao longo do ensaio. Apenas os isolados C5L, D4F
e E5L aumentaram sua populacao ao final do experimento porém essa diferenca nao foi
significativa para nenhum dos isolados analisados. De modo geral, houve pouca variagao
da quantidade de bactérias no solo. As amostras de solo apresentaram entre 10° e 10'°
bactérias por grama de solo durante todo o experimento.

Diferentemente do que foi observado no ensaio anterior, foram observadas copias
do gene rRNA 16S de Klebsiella com os iniciadores selecionados no solos dos
tratamentos nao-inoculados com as bactérias diazotréficas, porém em menores
quantidades (5.10%). Por se tratar de um solo que néo foi esterilizado, e as bactérias
utilizadas no inoculante pertencerem a um grupo de micro-organismos que naturalmente
em solos tropicais (THALLER et al. 1995; WIDMER et al, 1999), era esperado que se
detectasse a presenca de copias desse gene no solo nao inoculado, porém os dados de
taxa de FBN nessas amostras indicam uma fixagdo extremamente baixas, quando foram
detectadas. Dessa forma pode-se sugerir que algumas bactérias nativas do solo utilizado
neste ensaio, mesmo sendo do mesmo género das bactérias inoculadas, nao
contribuiram efetivamente para o crescimento da planta quanto as bactérias inoculadas.
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Bashan e colaboradores (2002) verificaram que mesmo com uma redugdo da
populacdo bacteriana durante o processo de encapsulamento, durante os 16 dias de
experimento houve uma multiplicacdo das bactérias no interior das micro-esferas. Além
disso, segundo os autores, o tempo de degradacao das esferas de alginato contendo
bactérias promotoras de crescimento em solo Umido seria em torno de 15 dias.

Resultados semelhantes aos apresentados neste estudo foram observados por Joe
e colaboradores (2012), que avaliaram a sobrevivéncia de Azospirillum brasilense apés o
encapsulamento em associacdo com milho sob condigdes de campo. Houve uma reducao
no numero de células da bactéria inoculada, mas mesmo assim, as bactérias quando
encapsuladas se mostraram mais eficientes quando comparadas com bactérias nao
encapsuladas durante os 12 meses de experimento.

Tittabutr e colaboradores (2007) analisando a sobrevivéncia de bactérias do género
Bradyrhizobium em inoculantes na forma liquida, turfosa ou com polimeros como o
alginato de sodio, concluiram que a adicao de alginato de s6dio permitiu a sobrevivéncia
das células bacterianas por maior tempo comparado com o inoculante turfoso ou apenas
na forma liquida sem aditivos, porém néo houve diferenga de produtividade dos diferentes
inoculantes quando aplicados no campo.

Comparando o carvao mineral com o alginato como veiculos para inoculantes
contendo bactérias que solubilizam fosfatos, Viveganandan e Jauhri (2000) confirmaram
que o alginato apresentou menor perda de umidade, promovendo uma maior
sobrevivéncia de Pseudomonas e Bacillus ao longo de 12 meses e, além disso, suportou
melhor as variagdes de temperatura. Utilizando a mesma técnica de encapsulamento,
trabalhos desenvolvidos com bactérias oxidantes de enxofre encapsuladas mostraram
alta atividade oxidativa quando encapsuladas em matriz de alginato, resultando em um
aumento de até 5350% de SO+ no solo (LUCHETA, 2010).

Além das vantagens citadas do uso de alginato como veiculo para biofertilizante,
esse produto é de facil obtencao por ser o polimero marinho mais abundante do mundo e
capaz de suportar altas densidades de populagcées bacterianas (YOUNG et al., 2006).
Com isso, fica claro que a utilizacdo de polimeros de alginato como veiculo de
biofertilizantes contendo bactérias diazotréficas de vida livre é uma técnica viavel que
possibilitou a sobrevivéncia das bactérias por todo o periodo de realizacdo do
experimento, podendo ser aplicada na agricultura com objetivo de promover o
crescimento da cultura e ainda reduzir a adubacgao nitrogenada.
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Apesar das plantas de cana-de-agUcar neste experimento terem apresentado
aumento significativos de massa seca de parte aérea, raizes e concentracdo de N
principalmente 60 dias apds a inoculagéo, no experimento anterior, com inoculagdo foliar
foram observados efeitos significativos aos 7 DAI, mostrando que a eficiéncia do
inoculante depende do veiculo de inoculacao e do ambiente no qual o mesmo ¢é aplicado.

E fundamental a realizagdo de ensaios em campo testando as duas técnicas de
inoculacdo separadamente ou em conjunto, pois em condicbes de casa-de-vegetagcao
pode-se verificar que cada técnica de inoculagdo atua em um momento diferente do
desenvolvimento da cultura. Com a inoculagéao de bactérias diazotréficas de vida livre nas
folhas favorecendo o crescimento da cana-de-acucar no inicio do desenvolvimento da
cultura e a inoculacao de bactérias imobilizadas no solo favorecendo o crescimento da
cana-de-agucar mais tardiamente, as plantas podem apresentar um melhor
desenvolvimento, pois a FBN ocorreria por periodos mais prolongados, contribuindo de

forma mais efetiva para o crescimento e desenvolvimento da cultura.
3.3 Conclusoées

A inoculagdo em cana-de-agucar com bactérias diazotroficas isoladas da filosfera e
liteira de bambu da Mata Atlantica via pulverizacao foliar mostrou um efeito precoce na
promoc¢ao de crescimento de raizes e na concentracdo de N na parte aérea de cana-de-
acucar micropropagada enquanto que a inoculagéo de bactérias imobilizadas em esferas
de alginato promoveu o crescimento da cana-de-acucar principalmente 60 dias apés a
inoculagao.

De modo geral, as taxas de FBN das amostras inoculadas nos dois experimentos
apresentaram grande variabilidade, o que sugere que as bactérias inoculadas possuem
diferentes capacidades de fixar N in vivo. As doses de N aplicadas interferiram na
atividade da nitrogenase dos isolados. Apesar disso, todos os 10 isolados testados
apresentaram capacidade de promocéo de biomassa de parte aérea ou radicular ou de
aumentar a concentracdo de N na parte aérea, sugerindo a possibilidade de utilizacao das
bactérias isoladas da filosfera de bambu da Mata Atlantica na producao de biofertilizantes
para cana-de-agucar.

Os inoculantes contendo bactérias diazotréficas isoladas da filosfera de bambu da
Mata Atlantica foram apresentados atividade de promoc¢édo de crescimento em condigdes
de casa-de-vegetacdo, tanto na fase inicial do desenvolvimento da cultura quanto mais
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tardiamente (60 dias apds a inoculacéo). Testes em condicbes de campo sdo necessarios
para determinar sua eficiéncia agrondmica em condicbes usuais de cultivo e em

diferentes condicdes edafoclimaticas.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Considerando o bioma Mata Atlantica, poucos sdao os estudos que relatam a
contribuicdo da comunidade microbiana na ciclagem dos elementos, principalmente o
nitrogénio. Ainda mais escassos sdo os estudos e descrigées da diversidade de micro-
organismos diazotroficos que colonizam a filosfera de espécies vegetais da Mata
Atlantica.

Dentro deste contexto, foi realizado um isolamento em meio de cultura isento de N
de bactérias epifiticas da superficie de folhas e liteira de bambu da Mata Atlantica. Os
isolados foram caracterizados e foi confirmado o potencial biotecnolégico dos mesmos em
testes in vitro. Estes apresentaram potenciais mecanismos de promoc¢ao de crescimento
vegetal in vitro como fixacao bioldgica de nitrogénio, producao de AIA, sideréforos, ACC
desaminase, quitinases e solubilizacdo de fosfatos.

A técnica de isolamento permitiu a selecdo de grupos de micro-organismos
diazotréficos e através do sequenciamento do gene rRNA 16S, foi observada alta
similaridade a familia Enterobacteriaceae e alguns isolados ao género Klebsiella,
importante grupo de bactérias fixadoras de N. Dessa forma observou-se que bactérias do
género klebsiella tem importante contribuicdo na promocéao de crescimento de gramineas.
Além disso o gene nifH foi confirmado em alguns dos isolados, confimando o carater
diazotréfico dos mesmos.

Devido a grande demanda por tecnologias que visem uma producéo agricola mais
sustentavel, foi testada a inoculacdo das bactérias diazotréficos em cana-de-aglcar
micropropagada com objetivo de avaliar o potencial das mesmas em promover 0
crescimento das plantas e analisar a possibilidade de reduzir o uso de adubacgéo
nitrogenada.

Foram observados resultados positivos com a inoculacao de bactérias diazotroficas
selecionadas na superficie das folhas de cana-de-acUcar micropropagada, uma vez que
foram observados incrementos de massa seca de parte aérea, raizes e concentracao de
N, principalmente nas fases precoces do desenvolvimento da cultura.

O encapsulamento das bactérias em micro-esferas de alginato e posterior
inoculacdo no solo onde foram transplantadas mudas de cana-de-acucar
micropropagadas, também apresentou incrementos significativos de massa seca na parte
aérea, raizes e concentracao de N em fases tardias do desenvolvimento da cultura, com

reducéo de até 50% da adubagéo nitrogenada recomendada.
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Este trabalho gerou importantes informag¢des ndo somente sobre alguns grupos de
bactérias que colonizam a superficie de folhas e liteiras de bambu da Mata Atlantica, mas
também sugere a possibilidade de aplicagdo dessas bactérias na agricultura, na forma de
biofertilizante, com diferentes veiculos de aplicagdo, como foi o caso da aplicacdo de
forma liquida por pulverizagéo foliar ou por encapsulamento em micro-esferas de alginato
e inoculacao no solo.

O uso de um consércio com as bactérias isoladas da Mata Atlantica para produgao
do biofertilizante ou mesmo o veiculo de aplicacdo do biofertilizante que sera utilizado,
liqguido ou encapsulado, para inoculacdo em cana-de-agucar ou em outras gramineas de
interesse agron6mico, dependerd de resultados em condicbes de campo para
confirmagéo dos resultados observados em casa-de-vegetagao, e validagao da viabilidade

do inoculante para futuras aplicagées na agricultura.
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Anexo A - Meio de cultura para bactérias diazotréficas assimbiontes (DOBEREINER et
al., 1995).

GlICOSE. .. et 209
KgHPO4 ..................................................... 1g
MgSO47H20 ............................................ 0,59
FEEDTA. e 4mL
NaMo0O4.2H20......ccoiiiiieeeeeeeeeee e, 0,029
(0F=1 01 O T 39
Azul de Bromotimol...........cooevviiviiinnnnnn. 2,5mL
AQAC. e 189

Completar com agua destilada para 1L
Ajustar pH para 7,5

Anexo B — Meio de cultura Dyg’s (RODRIGUES NETO et al., 1986)

GlICOSE. .t 29
ACIdO MANCO. ......vvoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 2g
Peptona......oooo i 1,59
Extrato de levedura............cccoo i 29
K2HPO4 .......................................................... 0,5g
MOSO4 i 0,59
Acido gIUtAMICO........veveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeane, 1,89

Completar com agua destilada para 1L
Ajustar pH para 7,5

Anexo C — Meio de cultura JNFb (DOBEREINER et al., 1995).

ACIO MANCO ... 59
K2HPO4 ............................................................... 0,69
KH2P04 ............................................................... 1 ,89
MgSO47H20 ...................................................... 0,29
NACH .. 0,19

(OF= 107 DY P © T 0,029
NaMOO4.2HO .. ..o 0,0029
Azul de Bromotimol (0,5% em 2N de KOH) ..... 2mL
FEEDTA (1,64%) wevveeeeiiiieeee e 4mL
O ] TR 4,59
CUSO4.5H0....coeeeeceee e 0,00008g
ZNSO4.7TH20 ..o, 0,0024g

Completar com agua destilada para 1L
Ajustar pH para 7,5



Anexo D - meio de cultura M9

Completar com agua destilada para 1L
Ajustar pH para 7,5

Anexo E- Meio de cultura para producgao de quitinase (Hsu; Lockwood, 1975)

Completar com agua destilada para 1L
Ajustar pH para 7,0

MgSO,4.5H,0
FGSO4.7H20
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Anexo F- Caracterizagdo morfolégica dos isolados bacterianos obtidos de Folhas e

liteiras de bambu da Mata Atlantica

(Continua)

Identificacdo  Parcela de origem  Amostra de origem  Consisténcia Cor pH
A4F A4 Folha Gomosa amarela Acido
A5F A5 Folha Gomosa amarela Acido
A6F A6 Folha Gomosa amarela Acido
A7F A7 Folha Gomosa amarela Acido

A7FA A7 Folha Gomosa branca Acido
A8F A8 Folha Gomosa amarela Acido
B2F B2 Folha Gomosa branca Acido
B4F B4 Folha Gomosa amarela Acido
B5F B5 Folha Gomosa amarela Acido
B6F B6 Folha Gomosa amarela Acido
B7F B7 Folha Gomosa branca Acido
C1F C1 Folha Gomosa amarela Acido
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Anexo F- Caracterizagao morfoldgica dos isolados bacterianos obtidos de Folhas e liteiras

de bambu da Mata Atlantica

(Continua)
Identificacdo Parcela de origem Amostra de origem Consisténcia Cor pH
C4F C4 Folha Gomosa amarela Acido
C5F C5 Folha Gomosa amarela Acido
C6F C6 Folha Gomosa amarela Acido
C7F Cc7 Folha Gomosa amarela Acido
D4F D4 Folha Gomosa amarela Acido
D4FA D4 Folha Gomosa branca Acido
D5F D5 Folha Gomosa amarela Acido
D6F D6 Folha Gomosa amarela Acido
D7F D7 Folha Gomosa branca Acido
E4F E4 Folha Gomosa amarela Acido
E5F E5 Folha Gomosa amarela Acido
E6F E6 Folha Gomosa amarela Acido
E6FA E6 Folha Gomosa amarela Acido
E7F E7 Folha Gomosa amarela Acido
G4F G4 Folha Gomosa amarela Acido
G5F G5 Folha Gomosa amarela Acido
G6F G6 Folha Gomosa amarela Acido
G7F G7 Folha Gomosa amarela Acido
G8F G8 Folha Gomosa amarela Acido
G8FA G8 Folha Gomosa branca Acido
H3F H3 Folha Gomosa branca Acido
H4F H4 Folha Gomosa amarela Acido
H5F H5 Folha Gomosa branca Acido
H6F H6 Folha Gomosa amarela Acido
H7F H7 Folha Gomosa amarela Acido
H8F H8 Folha Gomosa amarela Acido
14F 14 Folha Gomosa amarela Acido
I5F 15 Folha Gomosa amarela Acido
I6F 16 Folha Gomosa amarela Acido
I7F 17 Folha Gomosa amarela Acido
I8F 18 Folha Gomosa branca Acido
J1F J1 Folha Gomosa amarela Acido
J3F J3 Folha Gomosa amarela Acido
J4F J4 Folha Gomosa amarela Acido
J5F J5 Folha Gomosa amarela Acido
J6F J6 Folha Gomosa amarela Acido
J7F J7 Folha Gomosa amarela Acido
JBF J8 Folha Gomosa branca Acido
A2L A2 Folha Gomosa branca Acido
A3L A3 Folha Gomosa branca Acido
A5L A5 Liteira Gomosa amarela Acido
A6L A6 Liteira Gomosa amarela Acido
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Anexo F- Caracterizagdo morfolégica dos isolados bacterianos obtidos de Folhas e
liteiras de bambu da Mata Atlantica

(Continua)
Identificagao Parcela de origem Amostra de origem Consisténcia Cor pH
A7L A7 Liteira Gomosa amarela Acido
B2L B2 Liteira Gomosa amarela Acido
B5L B5 Liteira Gomosa amarela Acido
B6L B6 Liteira Gomosa amarela Acido
B7L B7 Liteira Gomosa amarela Acido
B8L B8 Liteira Gomosa branca Acido
CiL C1 Liteira Gomosa branca Acido
C3L C3 Liteira Gomosa amarela Acido
C4L C4 Liteira Gomosa amarela Acido
CeL C6 Liteira Gomosa amarela Acido
C5L C5 Liteira Gomosa amarela Acido
C7L Cc7 Liteira Gomosa amarela Acido
CoL C9 Liteira Gomosa amarela Acido
DOL DO Liteira Gomosa amarela Acido
D3L D3 Liteira Gomosa branca Acido
D4L D4 Liteira Gomosa branca Acido
D5L D5 Liteira Gomosa amarela Acido
D6L D6 Liteira Gomosa amarela Acido
DIL D9 Liteira Gomosa branca Acido
E2L E2 Liteira Gomosa branca Acido
E4L E4 Liteira Gomosa amarela Acido
E5L E5 Liteira Gomosa amarela Acido
E6L E6 Liteira Gomosa amarela Acido
E7L E7 Liteira Gomosa amarela Acido
E9L E9 Liteira Gomosa amarela Acido
FOL FO Liteira Gomosa amarela Acido
FaL F2 Liteira Gomosa amarela Acido
F4L F4 Liteira Gomosa amarela Acido
F5L F5 Liteira Gomosa amarela Acido
F6L F6 Liteira Gomosa amarela Acido
F7L F7 Liteira Gomosa amarela Acido
F8L F8 Liteira Gomosa amarela Acido
G2L G2 Liteira Gomosa amarela Acido
G4L G4 Liteira Gomosa amarela Acido
G4LA G4 Liteira Gomosa amarela Acido
G5L G5 Liteira Gomosa branca Acido
G6L G6 Liteira Gomosa branca Acido
G7L G7 Liteira Gomosa branca Acido
GoL G9 Liteira Gomosa amarela Acido
HOL HO Liteira Gomosa amarela Acido

H2L H2 Liteira Gomosa amarela Acido
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Anexo F- Caracterizagdo morfolégica dos isolados bacterianos obtidos de Folhas e
liteiras de bambu da Mata Atlantica
(Conclusao)

Identificacdo Parcela de origem Amostra de origem Consisténcia Cor pH
H4L H4 Liteira Gomosa amarela Acido
H5L H5 Liteira Gomosa branca Acido

H5LA H5 Liteira Gomosa branca Acido
H6L H6 Liteira Gomosa branca Acido
H7L H7 Liteira Gomosa amarela Acido
1L 11 Liteira Gomosa amarela Acido
14L 14 Liteira Gomosa amarela Acido
I5L 15 Liteira Gomosa amarela Acido
6L [3] Liteira Gomosa amarela Acido
I7L 17 Liteira Gomosa amarela Acido
17la 17 Liteira Gomosa amarela Acido
I8L 18 Liteira Gomosa amarela Acido
J3L J3 Liteira Gomosa amarela Acido
J4L J5 Liteira Gomosa amarela Acido
J6L J6 Liteira Gomosa amarela Acido
J7L J7 Liteira Gomosa amarela Acido
J8L J8 Liteira Gomosa amarela Acido
JoL J9 Liteira Gomosa amarela Acido

J5L J5 Liteira Gomosa amarela Acido




