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RESUMO GERAL

O Brasil € o0 maior produtor de cana-de-agucar do mundo, com o Estado de Pernambuco
apresentando uma producao de quase 18,4 milhdes de toneladas. Porém, o aumento da
produtividade e da expansdo desta cultura vem sendo dificultado devido a salinidade em
alguns solos, especialmente quando submetidos ao descarte de vinhaca, subproduto da
producéo de alcool. O excesso de sais provoca efeitos toxicos e uma menor capacidade
de absorcdo de agua pelas plantas. Assim como as plantas, as bactérias simbidticas
apresentam variacdo na tolerdncia a salinidade, podendo ser afetadas nas suas
caracteristicas de promocdo de crescimento vegetal. Esta situacdo pode ser corrigida
com a utilizaco de isolados bacterianos tolerantes a salinidade. Deste modo, o objetivo
do presente trabalho foi isolar e identificar isolados bacterianos de cana-de-agucar,
tolerantes a salinidade e promotores de crescimento vegetal, que possam contribuir para
o melhor desenvolvimento desta espécie, tanto em regifes ja produtoras, como em
regides do Estado de Pernambuco que possuem solos salinos e que, até entdo, ndo sdo
cultivados com a cana-de-agUcar. Para tanto, bactérias endofiticas de raiz e rizosfera
foram isoladas, em meio de cultura acrescido de 0 e 5% de NaCl, de plantas de cana-
de-acucar, coletadas em diferentes solos, dois sob uso de vinhaca e outro ndo. Apds o
isolamento, foram avaliadas a densidade populacional e caracteristicas de promogdo de
crescimento vegetal, os testes realizados constituiram em verificar o potencial para a
fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN), producdo de &cido indol acético (AlA),
solubilizacdo de fosfato inorganico e producdo da molécula quorum sensing. Além
disso, a diversidade cultivavel foi avaliada pela técnica da Analise da Restricdo do DNA
Ribossomal Amplificado (ARDRA), com duas enzimas de restricdo. E a diversidade
ndo cultivavel foi analisada utilizando o DNA total do solo rizosférico e do tecido
vegetal (raiz) através da técnica do DGGE do gene NifH. Apds a selecdo de isolados
bacterianos promotores de crescimento vegetal, testes de tolerancia a salinidade também
foram realizados. Como resultado, foi possivel isolar 102 isolados bacterianos de
rizosfera e endofiticos de raiz, de cana-de-agucar, com morfologias diversas. Com
relacdo a densidade populacional, foi observado que ndo houve diferenga estatistica
entre os tratamentos. Quanto ao potencial para fixagéo de nitrogénio, producédo de AlA,
solubilizacédo de fosfato e producdo da molécula quorum sensing, 72,5; 100; 75,5 e 49%
dos isolados foram positivos, respectivamente. Tanto na técnica da ARDRA como no
DGGE do gene nifH, o dendrograma indicou alta variabilidade genética entre os
isolados e entre as amostras de rizosfera e tecido vegetal, respectivamente. Além disso,
foi possivel observar que a salinidade afeta diretamente tanto o crescimento bacteriano,
como caracteristicas de promogéo de crescimento vegetal. Portanto, o presente trabalho
contribuiu para o estudo do sistema bactéria/planta/solo, em particular quanto as
bactérias halotolerantes associadas a plantas de cana-de-acUcar, selecionando isolados
gue possam vir a contribuir para o0 melhor desenvolvimento desta importante cultura em
diferentes regides do Estado de Pernambuco.

Palavras-chave: bioprospeccéo, diversidade, Saccharum spp., salinidade.



GENERAL SUMMARY

Brazil is the largest sugarcane producer in the world, with the Pernambuco State
presenting a production of nearly 18.4 million tons. However, productivity growth and
expansion of this culture has been hampered due to salinity in some soils, especially
when subjected to dispose of vinasse, a byproduct of ethanol production. Excess salts
cause toxic effects and a lower capacity for water absorption by plants. Like plants, the
symbiotic bacteria present variation in salinity tolerance and could be affected in their
characteristics of plant growth promotion. This situation can be corrected with the use
of bacterial isolates tolerant to salinity. Thus, the objective of this study was to isolate
and identify bacterial isolates sugarcane, and salt-tolerant plant growth promoters,
which may contribute to the better development of this species, both already producing
regions, as in regions of Pernambuco that have saline soils, and until then, there are
cultivated with sugarcane. Therefore, root endophytic and rhizosphere were isolated in
culture medium supplemented with 0 and 5% NaCl, plant sugarcane, collected in
different soils, two under vinasse use and another without vinasse use. After isolation,
were evaluated population density and characteristics of plant growth promotion, the
tests consisted in checking the potential for biological nitrogen fixation (BNF),
production of indole acetic acid (IAA), inorganic phosphate solubilization and
production quorum sensing molecule. Furthermore, the diversity cultivable was
assessed by means of restriction analysis of amplified ribosomal DNA (ARDRA) with
two restriction enzymes. And uncultivable diversity was analyzed using the total DNA
of rhizosphere soil and plant tissue (root) using the technique of DGGE of nifH. After
the selection of bacterial isolates promoters plant growth, salinity tolerance tests were
also performed. As a result, it was possible to isolate 102 bacterial isolates from
rhizosphere and endophytic root, sugarcane, with various morphologies. Regarding
population density, it was observed that there was no statistical difference between
treatments. As for the potential for nitrogen fixation, production of IAA, phosphate
solubilization and production of quorum sensing molecule, 72.5; 100; 75.5 and 49% of
the isolates were positive, respectively. Both in the ARDRA technique as in DGGE of
nifH, the dendrogram showed high genetic variability among isolates and among
samples of plant tissue and rhizosphere, respectively. Moreover, it was observed that the
salinity directly affects both bacterial growth, as characteristics of plant growth
promotion. Therefore, this study contributed to the study of bacteria system/plant/soil,
particularly regarding halotolerant bacteria associated with plant sugarcane, selecting
isolates that may contribute to the better development of this important crop in different
regions Pernambuco State.

Keywords: bioprospecting, diversity, Saccharum spp., salinity.



INTRODUCAO GERAL

O Brasil é o maior produtor de cana-de-agucar do mundo, sendo esta espécie
uma das principais culturas brasileiras, pois proporciona o primeiro lugar na producéo
mundial de aclcar e o segundo na de etanol. Segundo dados da Conab (2011),
Pernambuco possui uma producdo de cerca de 18,4 milhdes de toneladas. Porém, esta
producgéo encontra-se na sua maior parte concentrada na Zona da Mata do Estado. Um
dos motivos que pode dificultar sua expansdo para outras areas do Estado de
Pernambuco, nas Regifes do Agreste e do Sertdo, é a salinidade de alguns solos nas
mesmas, que pode causar efeitos toxicos as plantas e, possivelmente, & microbiota
associada a elas (LIMA et al., 1998).

Assim como as plantas, as bactérias simbioticas apresentam variagdo na
tolerdncia a salinidade. O maior entendimento da interacdo bactéria/planta, em
ambientes diversos, promove um melhor desenvolvimento da planta mesmo em
condi¢Bes de estresse. E 0 estudo de bactérias promotoras de crescimento vegetal
adaptadas a esta condicdo de estresse, poderd permitir o cultivo e a produtividade

desejada da cana-de-acucar em ambientes salinos.

A cana-de-agucar (Saccharum spp.)

A cana-de-acicar € um vegetal pertencente a familia Poaceae, género
Saccharum e possui pelo menos seis espécies, das quais a mais conhecida é a
Saccharum officinarum L. E uma das principais culturas do Brasil, pois sequestra cerca
de 20% das emissdes de carbono que o setor de combustiveis fosseis emite no Brasil
(RODRIGUES, 2004); possibilita a producdo de acucar, alcool anidro (aditivo para
gasolina) e alcool hidratado (CONAB, 2007). Além disso, possibilita a geracao de
energia elétrica, através da queima do bagaco, e todos 0s seus residuos podem ser
utilizados na lavoura como insumo de fertilizag&o.

O Brasil é o maior produtor mundial desta cultura. Segundo a Conab (2011), a
previsdo do total de cana que sera moida na safra 2011/12 é de aproximadamente 571
milhdes de toneladas, colhidas em cerca de 8 milhGes de hectares. O Nordeste participa
apenas com 11,8% da producéo e Pernambuco com 3,2% (CONAB, 2011).



Os lucros com a cultura poderiam ser maiores, se ndo fosse pelos gastos
elevados com fertilizantes, controle de ervas daninhas e fitopatdgenos, entre outros
problemas (OLIVEIRA et al., 2003). Por este motivo, varias pesquisas vem sendo
desenvolvidas com o objetivo de tornar mais eficiente, sustentavel e lucrativo a
producdo desta cultura, neste contexto se encontram as bactérias promotoras de
crescimento vegetal.

Poucos sé@o os trabalhos desenvolvidos no Estado de Pernambuco que visam a
exploracdo dos mecanismos de interacdo bactéria/cana-de-agucar, tornando-se
primordial este conhecimento para a utilizacdo de bactérias promotoras de crescimento

vegetal no manejo da cana-de-agUcar, tanto em Pernambuco, como no Nordeste.

Interacéo bactéria/planta

As plantas sdo um microecossistema complexo, onde diferentes nichos sao
explorados por uma extensa variedade de bactérias, que apresentam relagdes neutras e
simbidticas com a planta hospedeira (STURZ et al., 2000). Isto ocorre pelo fato das
plantas oferecerem condi¢bes favoraveis ao desenvolvimento de micro-organismos,
constituindo um excelente habitat para estes (SALA et al., 2005). Deste modo, a planta
pode ser colonizada por bactérias benéficas, saprofiticas e fitopatogénicas (REIS, 2005).

Portanto, as bactérias chamadas benéficas sdo aquelas que convivem em
simbiose com seu hospedeiro, de maneira que nenhum dos dois venha a ser prejudicado
(RAMOS, 2011). Assim, as bactérias promotoras de crescimento colonizam diferentes
orgdos das plantas e exercem efeitos benéficos sobre as mesmas (SANTOS et al.,
2005).

S4o varias as raz0es para se estudar as interacdes existentes entre bactéria/planta,
dentre elas estdo: producdo de antibidticos e outros metabdlitos de interesse
farmacologico; aplicacdo como agentes de controle biologico de pragas e doencas;
producdo de substdncias que causam toxicoses induzidas em herbivoros; aplicacdo
como vetores para a expressdo de genes em plantas hospedeiras; utilizagdo como
indicadores de deficiéncias nutricionais de plantas; promo¢do de crescimento vegetal
por meio da producédo de fitorménios, fixacdo N, ou por outros mecanismos (MELO &
AZEVEDO, 1998; STURZ et al., 2000; LODEWYCKX et al., 2002; STROBEL &



DAISY, 2003; KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2004, HARDOIM et al., 2008;
MENDES, 2008; BERG, 2009; CASTRO-GONZALEZ et al., 2011).

Visando conhecer todas as vantagens destes micro-organismos, pesquisas vém
sendo desenvolvidas para que haja melhor entendimento dos mecanismos envolvidos
nesta interagdo, proporcionando uma aplicacdo mais planejada e precisa, visando a
eficiéncia do uso destas bactérias para as mais diferenciadas areas da biotecnologia e

para aumento da producdo agricola.

Mecanismos de promocéao de crescimento vegetal por bactérias

Apos diversas pesquisas, foi possivel identificar que todos os vegetais estudados
possuem interagcBes com micro-organismos, e que alguns destes trazem beneficios ao
vegetal. Neste contexto, bactérias associadas as plantas podem produzir fitormonios,
antibioticos, fungicidas, inseticidas, dentre outras formas diretas e indiretas de
promocdo de crescimento vegetal. Ao mesmo tempo, bactérias sdo capazes de fixar
nitrogénio atmosférico e disponibiliza-lo para a planta, elemento este que € essencial ao
desenvolvimento do vegetal. Além de solubilizar diversos elementos, como o fdsforo,
indispensaveis ao desenvolvimento vegetal (LODEWYCKX et al., 2002,
KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2004; HARDOIM et al., 2008; CASTRO-GONZALEZ
etal., 2011).

Fixacao biologica de nitrogénio

O nitrogénio (N) é o elemento mais abundante na atmosfera terrestre (em torno
de 70%). Nas plantas é item essencial, responsavel por vérias reacGes, além de fazer
parte da estrutura da clorofila, de enzimas e proteinas (FAGAN et al., 2007). Devido a
importancia do nitrogénio para as plantas, o emprego de fertilizantes nitrogenados faz-
se extremamente necessario.

A fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) é o processo em que as bactérias
transformam o nitrogénio atmosférico (N,) em formas absorviveis pela planta. Este
processo ocorre em bactérias de vida livre, porém sdo as simbidticas que atuam na
promoc¢do de crescimento vegetal (MARI et al., 1998). O interesse pela FBN tem
aumentado devido ao alto custo dos fertilizantes nitrogenados e a atual conscientizacao
ecoldgica, ja que a FBN possibilita a reducéo do uso desses fertilizantes. Estima-se que



cerca de 70% do nitrogénio requerido pela cana-de-agucar é suprido pela fixacéo
bioldgica de nitrogénio (SUMAN et al., 2005).

Diversos grupos bacterianos foram caracterizados como potenciais fixadores de
nitrogénio, entre eles estdo: Azospirillum (TEJERA et al., 2005; HUNGRIA et al.,
2010); Enterobacter, Klebsiella e outros membros da familia Enterobacteriace
(GOVINDARAJAN et al., 2007; FERRARA et al., 2011; TAULE et al., 2011);
Burkholderia (CASTRO-GONZALEZ et al, 2011); Pseudomonas, Rhanella,
Stenotrophomonas e Xanthomonas (TAULE et al., 2011); Azotobacter (TEJERA et al.,
2005); entre outros.

Portanto, o estudo destes grupos podera auxiliar na identificacdo de um isolado
bacteriano eficiente, que possa vir a se tornar um inoculante e reduzir o uso de
fertilizantes nitrogenados, bem como aumentar a produtividade da cultura da cana-de-

acucar.

Producéo de acido indol acético (AlA)

A producdo de fitohormdnios, ou reguladores de crescimento vegetal, é outra
caracteristica que algumas espécies bacterianas, quando em associacdo com a planta
hospedeira, expressam. Um dos fitohormoénios mais ativos e mais caracterizados € o
acido indol acético (AlA), pertencente a classe das auxinas. Pesquisas relatam diversos
géneros bacterianos expressando esta caracteristica de promocao de crescimento vegetal
(KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2004; RADWAN et al., 2005; ALI et al., 2009;
MALHOTRA & SRIVASTAVA, 2009; SADEGHI et al., 2011).

O AIA é sintetizado por vérias rotas bioquimicas, mas uma das principais
utilizadas pelas bactérias é a dependente do triptofano, ja que este promove 0 aumento
da sintese deste horménio (PATTEN & GLICK, 1996).

E importante verificar se a producdo de compostos indélicos pode ser afetada
por condigdes de estresse salino, que sdo as condigfes normalmente encontradas em
solos de areas de cultivo agricola, em regiGes do Nordeste brasileiro, pois, segundo
Radwan et al. (2005), o aumento da concentracdo de sais no meio de cultivo inibe a
producdo de compostos inddlicos.

A resposta das plantas ao AlA produzido por bactérias, pode variar de efeitos
benéficos a deletérios, dependendo de sua concentracdo. Quando em baixas



concentracOes, pode estimular e quando em altas, pode inibir o desenvolvimento da raiz
(LAMBRECHT et al., 2000). Desta forma, é necessaria a caracterizacdo destas

linhagens produtoras para avaliar seus verdadeiros efeitos no crescimento vegetal.

Solubilizagéo de fosfato inorgénico

O fésforo (P) é um elemento essencial para o crescimento e desenvolvimento
das plantas (SOUCHIE et al., 2005; BARROSO & NAHAS, 2008). E, apds o
nitrogénio, é o elemento mais limitante ao crescimento vegetal (GYANESHWAR et al.,
2002). Especialmente em solos intemperizados de regifes de clima tropical, o P é um
elemento de dificil absorcdo pelos vegetais, por estar presente no solo geralmente em
formas de baixa disponibilidade para as plantas, ou seja, ndo esta presente na solugéo do
solo, e sim, encontra-se imobilizado neste, devido aos fenémenos de adsorcdo e
precipitacdo (GALET]I, 1983; PRIMAVESI, 2002; SOUCHIE et al., 2005).

Pelo fato do fdésforo ser um composto de facil adsorcéo, as alternativas para a
solubilizacéo de fosfato sdo altamente visadas. Neste contexto, algumas bactérias tém a
capacidade de solubilizar o fosfato indisponivel no solo e disponibilizd-lo para as
plantas, através da producdo de &cidos organicos e inorganicos (VASSILEV &
VASSILEVA, 2003).

Segundo Shiomi et al. (2009), as bactérias solubilizadoras de fosfato inorganico
vém recebendo a atencdo dos pesquisadores, principalmente, pela possibilidade de seu
emprego em programas de interacdo com bactérias fixadoras de N,. Ainda segundo
estes autores, entre 0s géneros de bactérias mais eficientes na solubilizacdo de fosfatos
Inorganicos destacam-se Bacillus, Pseudomonas e Rhizobium.

Deste modo, o entendimento da capacidade e da eficiéncia de bactérias, em
solubilizar fosfato inorgénico, pode levar a selecdo de isolados com alto potencial para

0 uso na inoculagdo em plantas.

Producao da molécula quorum sensing (N-acil homoserina lactona, AHL)
Quorum sensing é um mecanismo que bactérias possuem para regular a
expressao de um conjunto de genes, através da sinalizacdo das células, ou seja, células

autoindutoras (RUMJANEK et al., 2004). O sistema quorum sensing mais estudado é o



inicializado pela molécula N-acil homoserina lactona, AHL (POONGUZHALI et al.,
2007; QUECINE, 2010; LIU et al., 2011).

De acordo com Quecine (2010), a molécula AHL esta envolvida com o controle
da expressdo de colonizacdo de eucariotos por diversas espécies bacterianas. Esta
colonizagdo é facilitada pela formacdo de biofilmes (SILVA, 2008; LIU et al., 2011).
Esta formacéo de biofilmes vem sendo considerada uma resposta ao mecanismo quorum
sensing (RUMJANEK et al., 2004). O biofilme traz diversos beneficios a comunidade
bacteriana, entre eles estdo a melhor comunicacao entre as células e a possibilidade de
uma melhor colonizacdo a planta hospedeira, ja que os compostos produzidos no
biofilme podem aumentar a resisténcia a estresses (SILVA, 2008).

Deste modo, a identificacdo de isolados bacterianos produtores da molécula
AHL, podem potencializar a producdo de inoculantes, ja que a colonizacdo destes sera

facilitada pela producéo de biofilmes.

A salinizacéo dos solos

De acordo com Freire & Freire (2007), os solos salinos se caracterizam pelo
acumulo de sais em horizontes ou camadas proximas a superficie. Estes solos possuem,
em alguma de suas partes, condutividade elétrica do extrato de pasta saturada superior a
4 dS m™, além de geralmente apresentarem, em algumas épocas do ano, lencol freatico
superficial devido a impedimentos fisicos. A salinizacdo pode ocorrer por processos
naturais ou pela acdo do homem. Geralmente o processo de acumulo de sais causado
por acdo antrépica é decorrente de irrigacdo inadequada, do mau manejo do solo e do
uso excessivo de certos fertilizantes.

Na Zona da Mata do Estado, a salinidade vem sendo observada, devido a
aplicacdo de vinhaca. A vinhaca é o produto de calda na destilacdo do licor de
fermentacdo do alcool de cana-de-aclcar; € liquido residual, também conhecido,
regionalmente, por restilo e vinhoto (SILVA et al., 2007).

A vinhaca contém mais de 93% de &gua, é bastante rica em potassio, possui
quantidade expressiva de matéria organica e ainda possui outros elementos como: Ca,
Mg, SO4. No entanto, sua utilizacdo continua no mesmo solo, ano apds ano, pode

proporcionar saturacdo de cations, principalmente do potéssio, ocasionando problemas



de lixiviagdo desses céations para a agua subterrdnea e desbalanco de nutrientes
(GARIGLIO, 2008).

Assim como as plantas, as bactérias simbidticas apresentam variacdo na
tolerancia a salinidade. Portanto, caracteristicas de promocdo de crescimento vegetal,
como fixagdo bioldgica de nitrogénio, producao de fitorménios, solubilizacdo de fosfato
inorganico, entre outros; podem ser afetadas negativamente pelo efeito dos sais
presentes nos solos. Segundo Pereira et al. (2012), altas concentragcbes de NaCl
influenciam negativamente o crescimento bacteriano de Burkholderia glaidoli e B.
heleia associadas a plantas de cana-de-agucar, além de influenciar negativamente a
producdo do acido indol acético in vitro.

Esta situacdo pode ser invertida com a utilizagdo de linhagens bacterianas
tolerantes a salinidade (NOBREGA et al., 2004). Estas bactérias sdo conhecidas como
halotolerantes, ou seja, ndo necessitam do sal para o seu metabolismo, mas o toleram,
em diferentes concentragdes (JHA et al., 2011; MISHRA et al., 2011; OETTERER,
2012). Neste contexto, € de extrema importancia encontrar isolados halotolerantes e
com potencial promocdo de crescimento vegetal, a fim de usa-los em programas de

manejo da cana-de-acucar em solos salinos.

Diversidade bacteriana associada as plantas

A diversidade deve-se a evolucdo natural dos procariotos, dentre eles, as
bactérias representam a maior reserva de diversidade genética, além de apresentarem
uma origem anterior aos protistas, metazoarios e plantas, e ocuparem um espaco muito
maior na biosfera (BERNARDES, 2010). Diversos trabalhos identificam esta
diversidade bacteriana associada as mais variadas espécies de plantas (KUKLINSKY -
SOBRAL et al., 2004; CASTRO-GONZALEZ et al., 2011; FARINA et al., 2012). E
estes estudos possibilitam a compreenséo da interacao simbiotica bactéria/hospedeiro.

Gragas aos avangos da biologia molecular, € possivel estudar a diversidade
bacteriana. Isto fica claro em trabalho realizado por Dell’Amico et al. (2005), onde
foram aplicadas técnicas de biologia molecular para avaliar a diversidade de
rizobactérias associadas com gramineas perenes.

O estudo da diversidade genética microbiana pode ser realizado por métodos
dependentes de cultivo ou métodos independentes de cultivo. Para os métodos



dependentes de cultivo, o DNA de col6nias isoladas deve ser extraido. Apds a extracao
do DNA, é necessario multiplicar diversas vezes o fragmento de interesse para estuda-
lo, usa-se assim a Reacdo em Cadeia da Polimerase (Polymerase Chain Reaction —
PCR) (ANTONINI et al., 2004).

A PCR é uma técnica que envolve a sintese enzimatica in vitro de milhdes de
copias de um segmento especifico de DNA, na presenca da enzima DNA polimerase
(ANTONINI et al.,, 2004). Nesta, podem ser utilizados primers especificos ou
universais, como o do gene 16S rRNA. Assim, apés a amplificacdo do gene de
interesse, outras técnicas podem ser utilizadas para aprofundar os estudos. No caso do
gene 16S rRNA, apds sua amplificacdo € possivel realizar a técnica da Andlise da
Restricio do DNA Ribossomal Amplificado (ARDRA), com diversas enzimas de
restricdo. Esta técnica é fundamentada no grau de conservacao dos sitios de restricdo do
rDNA que reflete padrdes filogenéticos (REIS et al., 2002).

Para a analise da diversidade genética independente de cultivo, o DNA total é
extraido diretamente da amostra. ApOs a extracdo, diversas técnicas podem ser
aplicadas, uma delas é a Eletroforese em Gel com Gradiente Desnaturante (DDGE)
(ANDREOTE, 2007). Neste caso, também podem ser utilizados tanto primers
universais como os especificos para alguns genes ou grupos bacterianos.

A diversidade bacteriana deve ser bastante estudada, pois 0s manejos dados as
culturas podem afeta-la. Barriuso & Mellado (2012) mostraram que a aplicacdo do
glifosato em cultivos de algoddo resistente ndo afetou a comunidade bacteriana da
rizosfera. No entanto, Dias (2008) verificou que a diversidade bacteriana cultivavel e
ndo cultivavel do sedimento de manguezal variou de acordo com o ponto amostrado, as
épocas e a profundidade.

Deste modo, o estudo da diversidade bacteriana em ambientes diversos é
essencial para identificar quais grupos estdo presentes e quais se sobressaem, podendo

assim identificar os mais relevantes para 0 manejo das culturas.
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RESUMO

A cana-de-agUcar € uma das principais culturas brasileiras e, juntamente com o milho
nos Estados Unidos, é responsavel pela maior parte do etanol produzido no mundo. E
uma cultura exigente quanto a fertilidade e apresenta-se sensivel a aspectos limitantes
do solo, como a salinidade. Problemas de acumulo de sais em solos da Zona da Mata do
Estado de Pernambuco vem sendo observados, devido a aplicacdo de vinhaca,
subproduto da producdo de alcool. O excesso de sais provoca efeitos toxicos e uma
menor capacidade de absorcdo de agua pelas plantas. Assim como as plantas, as
bactérias simbioticas apresentam variacdo na tolerdncia a salinidade, podendo ser
afetadas nas suas caracteristicas de promoc¢éo de crescimento vegetal. Outro fator que
deve ser levado em consideracéo € a diversidade bacteriana associada a cultura, pois 0s
manejos podem afetd-la. Neste contexto, o objetivo do presente trabalho foi isolar e
identificar isolados bacterianos de cana-de-agUcar, tolerantes a salinidade e promotores
de crescimento vegetal; bem como avaliar a diversidade genética dependente de cultivo,
pela técnica da ARDRA e, independente de cultivo, pelo DGGE do gene nifH. Para
tanto, bactérias endofiticas de raiz e rizosfera foram isoladas, em meio de cultura
acrescido de 0 e 5% de NaCl, de plantas de cana-de-acUcar, coletadas em diferentes
solos, dois sob aplicacdo de vinhaga e um ndo. Apds o isolamento, foram avaliadas a
densidade populacional e caracteristicas de promocédo de crescimento vegetal, os testes
realizados constituiram em verificar o potencial para a fixac&o bioldgica de nitrogénio
(FBN), producédo de acido indol acético (AlA), solubilizacdo de fosfato inorganico e
producgdo da molécula quorum sensing. Além disso, a diversidade cultivavel foi avaliada
pela técnica da analise da restricdo do DNA ribossomal amplificado (ARDRA), com
duas enzimas de restricdo. E a diversidade ndo cultivavel foi analisada utilizando o
DNA total do solo rizosférico e do tecido vegetal (raiz) através da técnica do DGGE do
gene NifH. Como resultado, foi possivel isolar 102 isolados bacterianos de rizosfera e
endofiticos de raiz, de cana-de-agucar, com morfologias diversas. Com relacdo a
densidade populacional, foi observado que ndo houve diferenca estatistica entre 0s
tratamentos. Quanto ao potencial para fixacdo de nitrogénio, producdo de AIA,
solubilizacédo de fosfato e producdo da molécula quorum sensing, 72,5; 100; 75,5 e 49%
dos isolados foram positivos, respectivamente. Tanto na técnica da ARDRA como no
DGGE do gene NifH, o dendrograma indicou alta variabilidade genética entre os
isolados e entre as amostras de rizosfera e tecido vegetal, respectivamente. Foi possivel
concluir que bactérias isoladas em meio com o acréscimo de sal, e sob diversos manejos
de aplicacdo de vinhaca, também apresentam-se eficientes nas caracteristicas de
promogdo de crescimento vegetal, além, da comunidade bacteriana da rizosfera e
endofiticas de raiz, presentes na cana-de-acucar, cultivada em diferentes solos do Estado
de Pernambuco apresentar elevada diversidade, tanto do gene 16S rRNA quanto do
nifH.
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SUMMARY

The sugarcane is an important crop in Brazil and together with corn in the United
States, is responsible for most of the ethanol produced in the world. It is a culture
demanding for fertility and appears sensitive to limiting aspects such as salinity soil.
Problems accumulation of salts in soils in the forest zone of Pernambuco has been
observed due to the application of vinasse, a byproduct of ethanol production. Excess
salts cause toxic effects and a lower capacity for water absorption by plants. Like plants,
the symbiotic bacteria present variation in salinity tolerance and could be affected in
their characteristics of plant growth promotion. Another factor that should be taken into
consideration is the diversity associated with bacterial culture, as the managements can
affect it. In this context, the objective of this study was to isolate and identify bacterial
isolates of sugarcane, and salt-tolerant plant growth promoters, and assess the genetic
diversity dependent on cultivation technique of ARDRA and, regardless of culture, by
DGGE of nifH. Therefore, root endophytic and rhizosphere were isolated in culture
medium supplemented with 0 and 5% NaCl, plant sugarcane, collected in different soils,
two under vinasse use and another without vinasse use. After isolation, were evaluated
population density and characteristics of plant growth promotion, the tests consisted in
checking the potential for biological nitrogen fixation (BNF), production of indole
acetic acid (IAA), inorganic phosphate solubilization and production quorum sensing
molecule. Furthermore, the diversity cultivable was assessed by means of restriction
analysis of amplified ribosomal DNA (ARDRA) with two restriction enzymes. And
uncultivable diversity was analyzed using the total DNA of rhizosphere soil and plant
tissue (root) using the technique of DGGE of nifH. As a result, it was possible to isolate
102 bacterial isolates from rhizosphere and endophytic root, sugarcane, with various
morphologies. Regarding population density, it was observed that there was no
statistical difference between treatments. As for the potential for nitrogen fixation,
production of IAA, phosphate solubilization and production of quorum sensing
molecule, 72.5; 100; 75.5 and 49% of the isolates were positive, respectively. Both in
the ARDRA technique as in DGGE of nifH, the dendrogram showed high genetic
variability among isolates and among samples of plant tissue and rhizosphere,
respectively. It was concluded that bacteria isolated in the middle with the addition of
salt, and under various managements vinasse application also presents the
characteristics of efficient plant growth promotion, in addition, the bacterial community
of the rhizosphere and root endophytic bacteria present in sugarcane, grown in different
soils of Pernambuco present high diversity of both the 16S rRNA gene as the nifH.
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1. INTRODUCAO
A cana-de-acUcar € uma das principais culturas brasileiras e, juntamente com o

milho nos Estados Unidos, é responsavel pela maior parte do etanol produzido no
mundo (WACLAWOVSKY et al., 2010). Além do etanol, rapadura, melado,
aguardente e aglUcar também sdo produtos que tém a cana-de-aglicar como matéria-
prima. Na sua forma in natura, é utilizada geralmente para alimentacdo animal, e seus
subprodutos, como a vinhaga, podem ser utilizados na lavoura como insumos de
fertilizacdo (CARDOZO & ARAUJO, 2011; SOOBADAR & KWONG, 2012).

A cana-de-acucar é uma cultura exigente quanto a fertilidade e apresenta-se
sensivel a aspectos limitantes do solo, como a salinidade. De acordo com Freire &
Freire (2007), os solos salinos se caracterizam pelo acimulo de sais em horizontes ou
camadas proximas a superficie e 0 excesso de sais, proximos as raizes, provoca efeitos
toxicos nas plantas e diminui a absorcéo de agua.

Apesar de ser uma area sob clima Umido, problemas de acimulo de sais em
solos da Zona da Mata do Estado de Pernambuco vem sendo observados, devido a
aplicacdo de vinhaca. Ao ser aplicada ao solo, a vinhaga provoca uma série de
modificacBes nas suas caracteristicas quimicas e fisicas, principalmente no pH, na
capacidade de troca catibnica (CTC), carbono orgénico, retencdo de 4agua,
condutividade elétrica, porosidade, afetando também a populacdo e a atividade de
micro-organismos do solo (PEREIRA et al., 1992; ESPANA-GAMBOA et al., 2011).

Assim como as plantas, as bactérias que se encontram em associacdo com a
cana-de-acucar, apresentam variacdo na toleréncia a salinidade, podendo ser afetadas
nas suas caracteristicas de promocao de crescimento vegetal, como fixacdo biologica de
nitrogénio, producdo de fitormonios, solubilizacdo de fosfato inorgénico, entre outros
(NOBREGA et al., 2004). Esta situacio pode ser invertida com a utilizacio de
linhagens bacterianas tolerantes a salinidade.

As bactérias que promovem o crescimento vegetal sdo altamente visadas, e
segundo Castro-Gonzalez et al. (2011), ainda existe uma grande dificuldade em
encontrar um isolado eficiente, ndo patogénico a humanos e estavel para ser um
promissor inoculante para a cana-de-agUcar. Vale ressaltar que rizobactérias promotoras
de crescimento podem aumentar o desenvolvimento vegetal, especialmente em

condigdes limitantes, como estresses (Nabti et al., 2010).
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Outro fator que deve ser levado em consideracdo é a diversidade bacteriana
associada a cultura, pois 0s manejos podem afetd-la. Barriuso & Mellado (2012),
utilizando pirosequenciamento, demonstraram que a aplicacdo do glifosato em cultivos
de algodao resistente ndo afetaram a comunidade bacteriana da rizosfera. No entanto,
Dias et al. (2010) verificaram que a diversidade bacteriana cultivavel e ndo cultivavel de
sedimento de manguezal variou de acordo com o ponto amostrado, as épocas e a
profundidade.

Esta diversidade genética pode ser avaliada através de ferramentas da biologia
molecular. Para a anélise de populagdes bacterianas por meio de cultivo, é possivel
realizar a Andlise da Restricdo do DNA Ribossomal Amplificado (ARDRA), com
diversas enzimas de restricdo. Esta técnica é fundamentada no grau de conservagédo dos
sitios de restricdo do rDNA que reflete padrdes filogenético (REIS et al., 2002). Para a
analise de comunidades microbianas independentes de cultivo, o0 DNA total é extraido
diretamente da amostra. Apds a extragdo, pode-se realizar a Eletroforese em Gel com
Gradiente Desnaturante (DDGE - Denaturing Gradient Gel Electrophoresis)
(LACAVA et al., 2006; ANDREOTE, 2007).

Neste contexto, o objetivo do presente trabalho foi isolar e identificar isolados
bacterianos de cana-de-acucar, tolerantes a salinidade e promotores de crescimento
vegetal, que possam contribuir para o melhor desenvolvimento desta espécie, tanto em
regides ja produtoras, como em regides do Estado de Pernambuco que possuem solos
salinos e que, até entdo, ndo sdo cultivados com a cana-de-agucar; bem como avaliar a
diversidade genética dependente de cultivo, pela técnica da ARDRA e, independente de
cultivo, pelo DGGE do gene nifH.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Amostra vegetal e solo rizosférico

Foram utilizadas amostras de solo agregado a superficie externa da raiz, sendo
aqui considerado solo da rizosfera, e de raiz de plantas da variedade RB 863129 de
cana-de-agucar, coletada no segundo semestre de 2011 (cana-de-agucar soca com 10
meses de cultivo), em trés areas da Usina Petribu S/A, Lagoa de Itaenga — PE; a
primeira &rea com aplicacdo de vinhaga ha dois anos (V-2 anos), como fertilizante; a
segunda, com aplicacdo de vinhaca h& quatro anos (V-4 anos), como fertilizante; e a
terceira, sem aplicacdo de vinhaga (Sem V); sendo trés repeticGes em cada uma das
areas. As amostras foram levadas para o Laboratério de Genética e Biotecnologia
Microbiana (LGBM) da Unidade Académica de Garanhuns, Universidade Federal Rural

de Pernambuco (UAG/UFRPE), para serem processadas.

2.2. Caracterizacao do solo

O solo foi enviado para analise no Laboratério de Solos e Geologia, da Unidade
Académica de Garanhuns (UAG/UFRPE). Na caracterizacdo quimica, foram medidos o
pH do solo e a condutividade elétrica do extrato de saturacdo (CEes), determinando-se
os teores de P disponivel, K*, Na*, Ca®*, Mg®*, AI**, H+Al, calculando-se a soma de
bases (SB), a capacidade de troca de cations (CTC) e a saturacdo por bases (V), pelos
métodos descritos em EMBRAPA (1997) (Tabela 1).

Tabela 1. Caracterizacdo quimica das amostras de solo coletadas nas trés areas

cultivadas com cana de aclcar sem e com vinhaca

Area pH CEes P K Na* Ca® Mg”™ AIF H+Al SB CTC V

dS m™ mg kg™ cmolc kg™ %
SemV! 557 196 0,33 0,09 022 220 0,70 0,05 1,65 320 485 66,0
V-2 anos*> 6,00 0,95 7,33 0,35 0,22 2,80 1,20 0,05 2,31 457 6,88 664
V-4anos® 588 1,14 3,00 050 0,30 4,70 250 0,05 3,63 8,00 11,63 68,8

!Solo sem aplicagdo de vinhaga, coletado no Engenho Granjita (S 07°50,509° ¢ W 035°13,207"), Lote
02; 2Solo com aplicagio de vinhaga ha dois anos, coletado no Engenho Barro Branco (S 07°55,065° ¢
W 035°14,825”), Lote 51; *Solo com aplicagdo de vinhaca ha quatro anos, coletado no Engenho Barro
Branco (S 07°55, 292 ¢ W 035°14, 909°), Lote 76; todos da Usina Petribu S/A, Lagoa de Itaenga —
PE.
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2.3. Isolamento de bactérias

Apos a coleta, cerca de 5 g do solo rizosférico, coletado apds o atrito mecanico
de separacdo do solo com as raizes de plantas de cana-de-agucar, foram colocadas sob
agitacdo (com tampédo PBS - Phosphate Buffered Saline) a 120 rpm, a temperatura
ambiente, por 40 min, conforme Aradjo et al. (2010).

As raizes de plantas de cana-de-agucar foram lavadas em &gua corrente, para a
retirada de residuos de poeira e solo, passaram por um processo de desinfeccdo
superficial, onde cerca de 3 g de raizes, de cada amostra, foram incubadas em alcool
70% por 1 min, depois passaram 3 min imersas em hipoclorito de sédio (entre 2 a 2,5%
do cloro ativo), foram novamente colocadas em outra solugdo de alcool 70% por 30 seg,
e, ao término do processo, passaram por duas lavagens em agua destilada estéril. Em
seguida, as amostras de raiz foram cortadas, assepticamente, em pequenos fragmentos e
triturados em 10 mL de tampéo PBS, com o auxilio de pistilos e almofarizes, segundo
Aradjo et al. (2010). Apos este processo, todo o material foi transferido para tubos de
50 mL e incubados, sob agitacdo (120 rpm), a temperatura ambiente, por 40 min.

Em seguida, diluicBes seriadas apropriadas das solucdes foram inoculadas, em
triplicata, em placas de Petri contendo meio de cultura TSA (Triptone Soy Agar),
acrescido de 0 e 5% de NaCl e incubadas a 28°C por 10 dias.

A purificacdo das colbnias foi realizada pela técnica de esgotamento em meio
TSA. Colonias isoladas foram armazenadas em TSA e acondicionadas a 4°C, além de

serem estocadas a -20°C, em meio TSA liquido, acrescido de glicerol 20%.

2.4. Selecéo de bactérias fixadoras de nitrogénio

A selecdo de bactérias potencialmente fixadoras de nitrogénio foi realizada por
meio da inoculacdo de coldnias isoladas, em meio semissolido NFb, livre de fonte
nitrogenada, de acordo com Ddbereiner et al. (1995), sendo incubadas a 28°C por 10
dias. Os experimentos foram realizados em duplicatas e o resultado positivo foi
caracterizado pela formacdo de um halo horizontal no interior do meio de cultura, sendo

repicadas por trés vezes consecutivas.
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2.5. Selegdo de bactérias produtoras de &cido indol acético

A selecdo de bactérias produtoras de acido indol acético (AlA) foi realizada por
meio do método colorimétrico e especifico que caracteriza a producdo do fitohormonio
(CROZIER et al., 1988).

Coldnias isoladas foram inoculadas em meio de cultura liquido TSA, e
incubadas a 28°C por 24 h sob agitacdo (120 rpm). Ap0s esta etapa, cerca de 10 uL da
cultura bacteriana foram inoculados em meio liquido TSA 10%, suplementado com 5
mM de L-triptofano, incubados sob agitacdo (120 rpm) a 28°C, na auséncia de luz, por
24 h. Apos esta etapa, a cultura bacteriana foi acrescida do reagente de Salkowski (2%
de FeCl3 0,5 M em 35% de &cido percldrico), na proporgdo de 1,5:0,5, incubadas por 30
min a 28°C, na auséncia de luz. Os experimentos foram realizados em triplicatas e o
resultado positivo foi caracterizado pela formacdo de uma coloracdo résea. Para tanto,
foi utilizada como controle positivo a linhagem EN303 (Pseudomonas oryzihabitans),
bactéria endofitica de soja, produtora de auxina, solubilizadora de fosfato inorganico e
fixadora de N, (KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2004).

Apos a selecdo de isolados produtores de AIA, foi realizada a quantificacdo
deste fitohormonio por meio da seguinte metodologia: 10 pL da cultura bacteriana
foram inoculados em meio liquido TSA 10% suplementado com 5 mM de L-triptofano,
incubados sob agitagdo (120 rpm) a 28°C, na auséncia de luz, por 24 h. Apds esta etapa,
dois mililitros da cultura foram centrifugados a uma rotacao de 12.000 g por 5 min. Ao
término da centrifugacdo, a cultura bacteriana foi acrescida do reagente de Salkowski,
na propor¢édo de 1,5:0,5, incubadas por 30 min a 28°C, na auséncia de luz. Em seguida,
as amostras foram avaliadas em espectrofotdmetro, sendo as absorbancias medidas a
530 nm, e, para a conversdo das leituras, foi utilizada uma curva padréo, a partir de uma
solucdo de AIA (Vetec) de diferentes concentracdes (0, 50, 100, 150, 200, 250, 300 e
350 ug L) (BARBOSA, 2010). O teste foi realizado em triplicata.

2.6. Selecdo de bactérias solubilizadoras de fosfato inorganico

A selecdo de bactérias solubilizadoras de fosfato inorganico foi realizada por
meio da inoculacdo dos isolados em meio de cultura sélido contendo fosfato insoltvel
(10 g L de glicose; 5g L™ de NH4CI; 1g L™ de MgS0,.7H,0; 4g L™ de CaHPO,; 15
g L de 4gar; pH 7,2). As placas foram incubadas a 28°C por 72 h e, em seguida,
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realizadas as leituras. Os experimentos foram realizados em triplicatas e a presenca de
um halo claro em torno da colénia indicou a solubilizac¢&o do fosfato. Foram medidos 0s
halos das coldnias e os halos de solubilizacdo para obtencdo do indice de Solubilizagio

(IS) (razéo entre o halo de solubilizacao e halo da coldnia).

2.7. Selecdo de bactérias produtoras da molécula quorum sensing (N-acil
homoserina lactona, AHL)

Colbnias isoladas foram inoculadas em placas de Petri contendo meio LB
(Luria-Bertani) acrescido de X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galacto-
pyranoside) (10 pg mL™) por toda a superficie. Transversalmente e préxima aos
isolados, a bactéria Agrobacterium tumefaciens NTL4 (pZLR4), biossensor de AHLs,
também foi inoculada. De acordo com metodologia descrita por Szenthe & Page (2003)
e Quecine (2010), apds incubagdo a 28°C por 48 h, pode-se observar, para o teste
positivo, as col6nias de A. tumefaciens com pigmentacdo azul, indicando a producéo de
AHLs pelo isolado avaliado. O teste foi realizado em duplicata.

2.8. Analise da variabilidade genética bacteriana pela técnica da Analise da
Restricdo do DNA Ribossomal Amplificado (ARDRA)

Para a analise da variabilidade genética, os isolados bacterianos foram
inoculados, a partir de coldnias isoladas, em 4 mL de meio liquido TSA 10%, incubadas
a 28°C sob agitacdo constante (120 rpm) por 24 horas. Apos o periodo de crescimento, a
cultura foi transferida para microtubos autoclavados de 2 mL, centrifugados a 12.000 g
por 5min, descartando-se 0 sobrenadante, e repetindo-se o procedimento, até utilizar
todo o meio de cultura com o crescimento bacteriano. O pellet formado, ao final do
processo de centrifugacao, foi ressuspendido em 300 pL de TE (10 mM de Tris-HCI; 1
mM de EDTA; pH 8,0), sendo utilizado como fonte de DNA.

As amostras de DNA dos isolados foram submetidas a amplificacdo do gene 16S
rRNA, utilizando os primers PO27F (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) e R1387
(5’-GCCCGGGAACGTATTCACCG-3’). As reacdes de PCR (Polymerase Chain
Reaction) foram preparadas para um volume final de 50 pL, contendo 0,5 a 10 ng de
DNA molde; 2,5 mM de cada dNTP; 25 mM de MgCl,; 1x do tampéo da enzima KCl,
100 pM do primer PO27F e 100 uM do primer R1387; e, 5U da enzima Tag DNA
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Polimerase (Fermentas). A reagdo de PCR foi realizada em termociclador, com a
seguinte condicao de ciclo: 94°C por 4 minutos, seguido de 25 ciclos para desnaturagao
a 94°C por 30 segundos, anelamento a 63°C por 1 minuto, extensdo de primer a 72°C
por 1 minuto, e seguida de extensdo final a 72°C por 7 minutos.

Todos os produtos de PCR foram verificados em gel de agarose 1,2% em TAE
1X (40 mM de Tris-acetato; 1 mM de EDTA), para confirmacdo da amplificacdo do
produto desejado, ou seja, uma banda com cerca de 1350 pb.

Com o gene 16S rRNA amplificado, a analise da diversidade genética dos
isolados foi realizada por meio da técnica da ARDRA. A digestdo foi realizada
utilizando as enzimas de restricdo Mbol e BsuRI (Fermentas). As reacGes foram
preparadas para um volume final de 11 pL, contendo 1 pL do tampéo da enzima R; 0,3
uL para cada enzima (separadamente) e 7 pL da reacdo do PCR 16S rDNA. A reacao
foi incubada a 37°C por 2 h para que fosse possivel a digestdo enzimatica.

Apos a amplificagdo, toda a reagdo de digestdo foi avaliada por eletroforese em
gel de agarose (2,5% p/v) em tampdo TAE 1X, corado com Blue Green Loading Dye
(LGC Bio), observado sobre luz ultravioleta e fotodocumentado.

As bandas geradas pela amplificacdo foram transformadas em dados binérios e,
com estes, foi construida uma planilha que foi analisada através do software Past 1.90
(HAMMER et al., 2001), empregando-se o algoritmo UPGMA (Unweighted Pair-
Group Method with Arithmetical Average) e aplicado o Coeficiente de Jaccard para

obter-se a matriz de similaridade entre as linhagens analisadas.

2.9. Analise da diversidade bacteriana ndo cultivavel pela técnica de DGGE
(Denaturing Gradient Gel Electrophoresis)

As mesmas amostras de rizosfera e raizes de plantas de cana-de-agucar,
cultivadas nos diferentes solos, foram utilizadas para a extracdo de DNA total, por meio
do ‘Power Soil DNA kit’ (MoBio; EUA), segundo recomendagdes do fabricante. Apds
a extracdo, os DNAs foram encaminhados ao Laboratorio de Microbiologia do Solo, da
Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz, Universidade de Sdo Paulo
(ESALQ/USP), e foram amplificados, utilizando os primers FGPHI9 (5°-
TACGGCAARGGTGGNATH-3") e PolR (5’-ATSGCCATCATYTCRCCG-3’),
especificos para o gene nifH, seguindo metodologia descrita a seguir.
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A amplifica¢@o ocorreu em 25 pL de volume final, contendo 0,2 mM de dNTP;
1X de Taq Buffer (Fermentas); 2,5 mM de MgCl;,; 0,05 uL de BSA (bovine serum
albumin), 0,25 U.uL™ de Tag DNA Polimerase (Fermentas); 1 uM de cada primer e 10
ng de DNA total do solo ou da raiz, sendo o restante do volume completado com agua
ultra pura autoclavada. As condigdes da amplificacdo foram: 5 min a 94°C; 30 ciclos de
I1mina94°C;1mina56°C;2mina72°Ce30mina72°C.

Uma segunda reagéo de amplificacdo foi realizada, utilizando-se os produtos da
amplificacdo como fonte de DNA, com os primers PolF-GC (5’-
CGCCCGCCGCGLCCCCGLCGLLCCGGLCCLCGLLCGLLCCCCGCCCCTGCGAYCCSAA
RGCBGACTC-3") ¢ AQER (5-ACGATGTAGATYTCCTG-3°). A amplificacéo
ocorreu em 50 pL de volume final, contendo: 0,2 mM de dNTP; 1X de Taq Buffer
(Fermentas); 2,0 mM de MgCly; 0,25 U.uL™ de Tag DNA Polimerase (Fermentas); 1
uM de cada primer e 2 uLL do PCR da 1° reacédo (10 ng de DNA), sendo o restante do
volume completado com &gua ultra pura autoclavada. Os ciclos de amplificacdo foram 5
mina 94 °C; 30 ciclosde 1 mina 94 °C; 1 mina 48 °C; 2mina 72 °Ce 30 mina 72 °C.

Todos os produtos de PCR foram verificados em gel de agarose 1% em TAE 1X,
para confirmacdo da amplificacdo do produto desejado.

O produto da ultima amplificacdo foi utilizado para a anélise do DGGE, segundo
metodologia realizada por Andreote (2007).

As bandas geradas pela amplificacdo foram transformadas em dados binarios e,
com estes, houve a construcdo de uma planilha, que foi analisada através do software
Past 1.90 (HAMMER et al., 2001), empregando-se o algoritmo UPGMA (Unweighted
Pair-Group Method with Arithmetical Average) e aplicando o Coeficiente de Jaccard,

para obter-se a matriz de similaridade entre as linhagens analisadas.

2.10. Andlise estatistica

O teste do qui-quadrado (x?), com probabilidade de 5%, foi utilizado para
verificar a possivel influéncia dos seguintes tratamentos: rizosfera e endofiticos,
aplicacdo ou ndo de vinhaca, presenca ou auséncia do NaCl, sobre a expressao
bacteriana das caracteristicas avaliadas. Os resultados da quantificacdo do acido indol
acético e do indice se Solubilizacdo de Fosfato foram avaliados pelo teste de Scott-
Knott, com probabilidade de 5%, através do programa SISVAR 5.3.
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3. RESULTADOS

3.1. Isolamento de bactérias

Durante os experimentos de isolamento, foram obtidos 102 isolados bacterianos
da variedade RB 863129 de cana-de-agUcar (soca), apds 10 meses de cultivo em trés
areas da Usina Petribu, em Pernambuco. Sendo 41 da rizosfera e 61 endofiticos de raiz,
que foram purificados em meio TSA e nomeados em UAGCV1 a UAGCV120.

Quanto a distribuicdo dos isolados com relacdo a aplicacdo de vinhaca, foram
obtidos 39 da area sem aplicagdo de vinhaca, 35 da &rea com aplicacdo ha dois anos e
28 da area com aplicagdo ha quatro anos. Dos 102 isolados, 48 foram isolados em meio
TSA com o acréscimo de sal, como pode ser observado na Tabela 2.

A caracterizacdo da morfologia dos isolados permitiu a observacdo de varios
grupos morfoldgicos, dentre eles, laranja, bege, branco, amarelo, rosa forte, entre
outros; sendo selecionados isolados representantes de cada grupo. A Figura 1 é uma
representante do isolamento bacteriano, mostrando alguns dos grupos morfolégicos.

Quanto a densidade populacional bacteriana, foi observado que ndo houve
diferenca estatistica entre os nichos, rizosfera e endofiticos de raiz; entre os tratamentos
com e sem aplicacdo de vinhaca; e, com a presencga ou auséncia de sal, como pode ser

observado na Figura 2.

Tabela 2. Distribui¢do dos isolados bacterianos quanto ao nicho, ao manejo e a presenca

ou auséncia de NaCl no meio de cultura.

Isolado Nicho Manejo" Presenca

de NaCl?
UAGCV1 Rizosfera SemV Nao
UAGCV?2 Rizosfera Sem V Néo
UAGCV3 Rizosfera SemV Nao
UAGCV4 Rizosfera Sem V Néo
UAGCV5 Rizosfera SemV Nao
UAGCV6 Rizosfera Sem V Néo
UAGCV7 Rizosfera SemV Nao
UAGCVS8 Rizosfera Sem V Néo
UAGCV10 Endofitico SemV Nao
UAGCV11  Endofitico SemV Nao
UAGCV12  Endofitico SemV Nao
UAGCV13  Endofitico SemV Nao
UAGCV14  Endofitico SemV Nao
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UAGCV15
UAGCV16
UAGCV17
UAGCV18
UAGCV19
UAGCV20
UAGCV22
UAGCV23
UAGCV24
UAGCV25
UAGCV26
UAGCV28
UAGCV29
UAGCV30
UAGCV31
UAGCV32
UAGCV33
UAGCV34
UAGCV35
UAGCV36
UAGCV37
UAGCV39
UAGCV40
UAGCV41
UAGCV42
UAGCV44
UAGCV45
UAGCV46
UAGCV47
UAGCV48
UAGCV49
UAGCV50
UAGCV51
UAGCV52
UAGCVS53
UAGCV54
UAGCV55
UAGCV56
UAGCVS57
UAGCV58
UAGCVS59
UAGCV60
UAGCV61
UAGCV62
UAGCV63
UAGCV64
UAGCV65
UAGCV66

Endofitico
Endofitico
Endofitico
Endofitico
Rizosfera
Rizosfera
Rizosfera
Rizosfera
Rizosfera
Rizosfera
Rizosfera
Endofitico
Endofitico
Endofitico
Endofitico
Endofitico
Endofitico
Endofitico
Endofitico
Endofitico
Rizosfera
Rizosfera
Rizosfera
Rizosfera
Rizosfera
Rizosfera
Rizosfera
Endofitico
Endofitico
Endofitico
Endofitico
Endofitico
Endofitico
Endofitico
Endofitico
Endofitico
Rizosfera
Rizosfera
Rizosfera
Rizosfera
Rizosfera
Rizosfera
Rizosfera
Rizosfera
Rizosfera
Endofitico
Endofitico
Endofitico

SemV
Sem V
SemV
Sem V
V-2 anos
V-2 anos
V-2 anos
V-2 anos
V-2 anos
V-2 anos
V-2 anos
V-2 anos
V-2 anos
V-2 anos
V-2 anos
V-2 anos
V-2 anos
V-2 anos
V-2 anos
V-2 anos
V-4 anos
V-4 anos
V-4 anos
V-4 anos
V-4 anos
V-4 anos
V-4 anos
V-4 anos
V-4 anos
V-4 anos
V-4 anos
V-4 anos
V-4 anos
V-4 anos
V-4 anos
V-4 anos
SemV
SemV
Sem V
SemV
Sem V
SemV
Sem V
SemV
Sem V
SemV
SemV
SemV

Néo
Néo
Néao
Néo
Néo
Nao
Néo
Nao
Néo
Nao
Néo
Nao
Néo
Nao
Néo
Nao
Néo
Nao
Néo
Nao
Néo
Nao
Néo
Nao
Néo
Nao
Néo
Nao
Néo
Nao
Néo
Nao
Néo
Nao
Néo
Nao
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
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UAGCV67  Endofitico SemV Sim
UAGCV68  Endofitico SemV Sim
UAGCV69  Endofitico SemV Sim
UAGCV70 Endofitico SemV Sim
UAGCV71  Endofitico SemV Sim
UAGCV72  Endofitico Sem V Sim
UAGCV74 Rizosfera V-2 anos Sim
UAGCV76 Rizosfera V-2 anos Sim
UAGCV77 Rizosfera V-2 anos Sim
UAGCV78 Rizosfera V-2 anos Sim
UAGCV80 Endofitico V-2 anos Sim
UAGCV81 Endofitico V-2 anos Sim
UAGCV82  Endofitico V-2 anos Sim
UAGCV83  Endofitico V-2 anos Sim
UAGCV84  Endofitico V-2 anos Sim
UAGCV85  Endofitico V-2 anos Sim
UAGCV86  Endofitico V-2 anos Sim
UAGCV87  Endofitico V-2 anos Sim
UAGCV88  Endofitico V-2 anos Sim
UAGCV89  Endofitico V-2 anos Sim
UAGCV90 Endofitico V-2 anos Sim
UAGCV91  Endofitico V-2 anos Sim
UAGCV93 Rizosfera V-4 anos Sim
UAGCV94 Rizosfera V-4 anos Sim
UAGCV96 Rizosfera V-4 anos Sim
UAGCV101 Endofitico V-4 anos Sim
UAGCV102 Endofitico V-4 anos Sim
UAGCV104 Endofitico V-4 anos Sim
UAGCV105 Endofitico V-4 anos Sim
UAGCV106 Endofitico V-4 anos Sim
UAGCV107 Endofitico V-4 anos Sim
UAGCV108 Endofitico V-4 anos Sim
UAGCV109 Endofitico V-4 anos Sim
UAGCV110 Rizosfera SemV Nao
UAGCV112 Rizosfera Sem V Néo
UAGCV114 Rizosfera V-4 anos Nao
UAGCV116 Endofitico V-2 anos Nao
UAGCV117 Endofitico V-2 anos Nao
UAGCV118 Endofitico SemV Sim
UAGCV119 Endofitico SemV Sim
UAGCV120 Endofitico V-2 anos Sim

V-2 anos: area com aplicacdo de vinhaca ha dois anos, como fertilizante; V-4 anos: area com
aplicacdo de vinhaca ha quatro anos, como fertilizante; Sem V: &rea sem aplicagdo de vinhaga.
?Presenca ou auséncia de NaCl no meio de cultura TSA no isolamento.



Figura 1. Placas de Petri do isolamento de bactérias da rizosfera e associadas

endofiticamente as raizes de plantas de cana-de-aglcar, em meio de cultura TSA.
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Figura 2. Densidade populacional bacteriana com relacdo ao nicho e a presenca ou
auséncia de sal (NaCl): A — Area sem aplicacdo de vinhaca; B — Area com
aplicacdo de vinhaca ha dois anos; e, C — Area com aplica¢do de vinhaga ha

quatro anos. Médias com a mesma letra ndo diferem significativamente entre si,

32



tanto nos nichos, como na presencga ou auséncia de sal, de acordo com o teste de
Scott-Knott (P<0,05).

3.2. Selecdo de bactérias fixadoras de nitrogénio

Foi observado que dos 102 isolados testados, 72,5% foram positivos para o
potencial de fixacdo biolégica de nitrogénio (FBN), ou seja, apresentaram um halo
horizontal de coloragdo branca no interior do meio de cultura, conforme ilustrado na
Figura 3. Dentre os isolados positivos, 66,22% sdo provenientes da raiz (a analise pelo
teste do 2 revelou haver influéncia dos tratamentos) e 50% do meio com acréscimo de
sal (a analise pelo teste do ¥? revelou ndo haver influéncia dos tratamentos).

Os tratamentos sem vinhaga, com vinhaga ha dois anos e com vinhaga ha quatro
anos obtiveram, aproximadamente, 42, 30 e 28%, respectivamente, de isolados positivos
para a fixacdo bioldgica. Para este ultimo resultado, a analise pelo teste do y? revelou
nédo haver influéncia dos tratamentos.

Quando se comparou a distribuicdo dos isolados positivos para FBN, de acordo
com a presenga de vinhaca e a regido da planta, verificou-se que, em todos 0s casos, 0s
isolados endofiticos de raiz se sobressairam (Figura 4). Isto também ocorreu na

presenca e na auséncia de sal no meio de cultura (Figura 5).

Figura 3. Teste de fixacdo de nitrogénio em meio NFb. A) Isolado negativo, auséncia da
névoa de crescimento; B) Isolado positivo, apresentando uma névoa de

crescimento.
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Figura 4. Distribuicdo dos isolados fixadores de nitrogénio em relagdo ao uso da
vinhaga e regido da planta hospedeira. A analise pelo teste do ¥* revelou haver

influéncia dos tratamentos entre nichos (P<0,05).
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Figura 5. Distribuicdo dos isolados fixadores de nitrogénio em relagdo a presenca de sal
no meio de cultura (NaCl). A anélise pelo teste do y? revelou haver influéncia

dos tratamentos entre nichos (P<0,05).

3.3. Selecéo de bactérias produtoras de &cido indol acético (AlA)
Quanto a produgdo de AIA, 100% dos isolados foram positivos. Na Figura 6
observam-se 0s padrfes de cores observadas durante os testes de selecdo de bactérias

34



produtoras de acido indol acético, com uma gradacdo na intensidade de cor em fungéo

da producdo de AIA. Alguns isolados tiveram producdo muito baixa, a exemplo do

UAGCV7 com 1,45 pg mL'l;enquanto outros apresentaram alta produgdo, como o
isolado UAGCV117, com 162,23 pg mL™.
Como se pode observar na producdo de AIA pelos isolados (Tabela 3), foram

obtidos sete grupos de producdo, onde os dois maiores produtores foram endofiticos de

raiz, isolados em meio sem o acréscimo de sal, sendo um da &rea com aplicacdo de
vinhaca ha dois anos (UAGCV117) e outro ha quatro anos (UAGCV51).

Figura 6. PadrGes de cores observados durantes os testes de selecdo de bactérias

produtoras de &cido indol acético (AlA).

Tabela 3. Producdo de &cido indol acético pelos isolados bacterianos, em meio TSA

com acréscimo de L-triptofano (em pug mL™)

Isolado Producéo de Isolado Producéo Isolado Producéo

bacteriano AlA bacteriano de AIA bacteriano de AIA
ug mL* ug mL* ug mL*

UAGCV7 1,451g UAGCV78 16,675¢ UAGCV33 77,529d
UAGCV1 2,054g UAGCV94 17,8839 UAGCV63 78,435d
UAGCV22 2,184g UAGCV85 18,832¢ UAGCV28 79,212d
UAGCV19 2,4869 UAGCV108 19,7809 UAGCV54 79,729d
UAGCV8 3,133¢ UAGCV109 19,781g UAGCV4 80,419d
UAGCV44 3,737g UAGCV105 19,9969 UAGCV30 81,799d
UAGCV39 4,038g UAGCV32 20,686g UAGCV107  82,360d
UAGCV87 4,944q UAGCV53 21,7219 UAGCV48 95,126d
UAGCV20 5,074g UAGCV15 21,7649 UAGCV29  103,191c
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UAGCV3 5,721g UAGCV46 22,0669 UAGCV96  103,752c

UAGCV41 5,8509 UAGCV31 22,5419 UAGCV83  103,967c
UAGCV40 5,936¢ UAGCV114 24,999f UAGCV49  104,442c
UAGCV23 5,936¢9 UAGCV80 25,128f UAGCV119 106,167c
UAGCV56 5,979¢ UAGCV47 26,939f UAGCV 89  107,202c
UAGCV25 6,2389 UAGCVS88 27,457f UAGCV 12  109,099c
UAGCV24 6,4119 UAGCV110 28,018f UAGCV 50 109,660c
UAGCV26 6,6699 UAGCV2 28,148f UAGCV 42  110,264c
UAGCV17 6,928¢ UAGCV10 33,797f  UAGCV112 111,644c
UAGCV37 7,3179 UAGCV11 43,285e UAGCV69  112,248c
UAGCV45 9,861g UAGCV34 43,458e UAGCV65  113,240c
UAGCV93 9,990g UAGCV116 44.666e  UAGCV104 115,483c
UAGCV58 10,0779 UAGCV70 46,520e UAGCV106 121,175c
UAGCV55 10,8539 UAGCV36 46,908e UAGCVI91  122,556¢
UAGCV59 11,4579 UAGCV90 50,876e UAGCV68  123,375C
UAGCV57 11,5869 UAGCV13 54,585¢e UAGCV66  123,677c
UAGCV61 12,0619 UAGCV52 61,917d UAGCV118 123,893c
UAGCVS81 12,1479 UAGCV5 62,003d UAGCV35  129,413b
UAGCYV 60 12,4069 UAGCV67 62,133d UAGCV72  130,793b
UAGCV 62 12,6649 UAGCV71 62,133d UAGCV82  131,441b
UAGCV 77 13,6999 UAGCV6 65,324d  UAGCV102 137,478b
UAGCV 74 14,3479 UAGCV64 65,540d UAGCV101 137,737b
UAGCV 76 14,8219 UAGCV86 71,147d  UAGCV120 138,901b
UAGCV 84 15,3389 UAGCV18 73,044d UAGCV51  153,953a
UAGCV 16 15,7269 UAGCV14 76,624d  UAGCV117 162,234a

Médias seguidas por letras iguais nao diferem pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

3.4. Selecéo de bactérias solubilizadoras de fosfato inorgénico

Dos 102 isolados analisados, 75,5% foram positivos para a solubilizacdo do
fosfato inorganico, ou seja, apresentaram o halo de solubilizagdo (Figura 7).
Considerando-se o nicho de origem dos isolados bacterianos, 74% sdo endofiticos de
raiz e 26% da rizosfera de cana-de-agtucar (a analise pelo teste do y? revelou haver
influéncia do tratamento).

Ao avaliar os efeitos da auséncia de vinhaca, sua aplicagdo ha dois anos e ha
quatro anos, foi observado uma frequéncia de 35, 36 e 29% de isolados positivos a
solubilizacdo de fosfato, respectivamente. Considerando-se a presenca de sal, 56,8%
dos isolados positivos foram provenientes de meio de cultura com o acréscimo de sal.
Para estes ultimos, a analise pelo teste do y? revelou ndo haver influéncia nos
tratamentos.

Assim como para a FBN, ao se comparar a distribuicdo dos isolados positivos

para solubilizacdo de fosfato, de acordo com a presenca de vinhaca e a regido da planta,
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nota-se que, em todos os casos, 0s isolados endofiticos de raiz se sobressairam (Figura
8). Isto também ocorreu na presenca e na auséncia de sal no meio de cultura (Figura 9).

De acordo com a Tabela 4, as bactérias foram reunidas em trés grupos com
indices de solubilizacdo de fosfato (IS) significativamente diferentes, com base na
analise de médias. Deste modo, os isolados foram classificados como grupo A, com
9,10% das bactérias, apresentando valores de IS entre 2,09 e 2,49; grupo B, com
20,78%, apresentando IS entre 1,67 e 2,00; e o grupo C, com 70,12%, apresentando IS
entre 1,11 e 1,60.

Os sete isolados que obtiveram o maior indice de solubilizacdo, do grupo A, sdo
provenientes da area com aplicacdo de vinhaga ha dois anos e endofiticos de raiz, sendo
quatro isolados do meio de cultura sem o acrescimo de sal (UAGCV31, UAGCV32,
UAGCV33 e UAGCV36) e trés do meio de cultura com o acréscimo de sal
(UAGCV80, UAGCV87 e UAGCV88).

Figura 7. Deteccdo de bactérias solubilizadoras de fosfato inorgénico: crescimento

bacteriano em meio de cultura suplementado com fosfato insoltvel.
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Figura 8. Distribuicdo dos isolados solubilizadores de fosfato quanto a presenga de

vinhaga e regido da planta hospedeira. A analise pelo teste do ¥* revelou haver

influéncia dos tratamentos entre nichos (P<0,05).
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Figura 9. Distribuigcdo dos isolados solubilizadores de fosfato quanto a presenca de sal

no meio de cultura (NaCl). A analise pelo teste do ¥? revelou haver influéncia

dos tratamentos entre nichos (P<0,05).

Tabela 4. indice de Solubilizagio de fosfato dos isolados bacterianos de cana-de-agucar

Isolado IS Isolado IS Isolado IS
bacteriano bacteriano bacteriano
UAGCV18 1,11c UAGCV53 1,36¢ UAGCV47  1,58c
UAGCV77 1,12c UAGCV117 1,37c UAGCV90 1,60c
UAGCV26 1,13c UAGCV82 1,37¢c UAGCV16 1,67b
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UAGCV60 1,16¢ UAGCV93 1,38c UAGCV114 1,68b

UAGCV74 1,17c UAGCV59 1,39¢ UAGCV35 1,71b
UAGCV24 1,18c UAGCV116 1,40c UAGCV91  1,75b
UAGCV94 1,21c UAGCVT71 1,40c UAGCV101 1,77b
UAGCV17 1,21c UAGCV69 1,41c UAGCV13  1,79b
UAGCV65 1,22¢c UAGCV54 1,41c UAGCV86  1,79b
UAGCV76 1,24c UAGCV106 1,42¢c UAGCV104 1,80b

UAGCV4 1,26¢ UAGCV34 1,43c UAGCV49  1,83b
UAGCV61 1,27c UAGCV52 1,44c UAGCV105 1,83b
UAGCV118 1,27¢ UAGCV28 1,44c UAGCV9%  1,83b
UAGCV62 1,28c UAGCV48 1,44c UAGCV50  1,89b
UAGCV85 1,31c UAGCV46 1,45¢ UAGCV72  1,90b
UAGCV67 1,31c UAGCVS83 1,45¢c UAGCV70 1,91b
UAGCV84 1,32¢c UAGCV63 1,47c UAGCV14 1,97b
UAGCV108 1,32c UAGCV41 1,47c UAGCV102 2,00b
UAGCV29 1,32c UAGCV64 1,47c UAGCV32  2,09a

UAGCV7 1,32c UAGCV109 1,48c UAGCV88  2,12a
UAGCV107 1,34c UAGCV119 1,48c UAGCV80  2,16a
UAGCV10 1,34c UAGCV120 1,52c UAGCV87  2,20a
UAGCV12 1,35¢ UAGCV89 1,52¢ UAGCV31l 2,29
UAGCV30 1,35¢c UAGCV11 1,55¢ UAGCV36  2,29a
UAGCV56 1,35¢c UAGCV68 1,55¢ UAGCV33 2,49
UAGCV66 1,36¢ UAGCV51 1,58c

Médias seguidas por letras iguais nao diferem pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

3.5. Selecdo de bactérias produtoras da molécula quorum sensing (N-acil
homoserina lactona, AHL)

Dos 102 isolados analisados, 49% foram positivos para a producdo da molécula
quorum sensing (N-acil homoserina lactona, AHL), pois as colonias de A. tumefaciens
apresentaram a pigmentagdo azul (Figura 10). Dos isolados positivos, 44% foram
provenientes da rizosfera e 56% endofiticos de raiz das plantas de cana-de-acUcar (a
analise pelo teste do y2 revelou ndo haver influéncia dos tratamentos).

Quanto a aplicacdo de vinhaca hd quatro anos, ha dois anos e a auséncia de
aplicacdo, foram obtidos 26, 26 e 48% de isolados positivos, respectivamente, em
relacdo a esta capacidade. Com relacdo a presenca de sal no meio de cultura, 64% dos
isolados positivos foram provenientes do meio sem o acréscimo de NaCl. A analise pelo
teste do y2 revelou haver influéncia destes tratamentos.

Ao se comparar a distribuicdo dos isolados positivos para a producdo de AHL,
de acordo com a presenca de vinhaca e a regido da planta, nota-se que os isolados da

rizosfera se sobressairam na auséncia de vinhaca, enquanto que nos outros tratamentos
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os isolados endofiticos de raiz tiveram maior frequéncia relativa (Figura 11). J& com
relacdo a presenca e & auséncia de sal no meio de cultura, apenas os isolados endofiticos
se destacaram (Figura 12).

Vale ressaltar que, dos 102 isolados, 33 foram positivos para os quatro testes. Na
Tabela 5 encontra-se a distribuicdo dos isolados positivos para cada teste de promocao

de crescimento vegetal.

Figura 10. Detecgdo da producdo de quorum sensing AHL devido a coloragdo azul da
bactéria  Agrobacterium tumefaciens NTL4 (pZLR4), inoculada

verticalmente em relacdo ao isolado teste. A: Positivo; B: Negativo.
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Figura 11. Distribuicdo dos isolados produtores de AHL quanto a presenca de vinhaca e
regido da planta hospedeira. A analise pelo teste do y> revelou haver influéncia

dos tratamentos entre nichos e na presenca ou auséncia de vinhaca (P<0,05).
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Figura 12. Distribuicdo dos isolados produtores de AHL quanto a presenca de sal no
meio de cultura (NaCl). A analise pelo teste do ¥? revelou haver influéncia dos

tratamentos entre nichos (P<0,05).

Tabela 5. Distribuicdo dos isolados positivos para cada teste de promocdo de

crescimento vegetal

Isolado FBN Produgdo Solubilizacdo Producéo
de AHL de fosfato de AIA
+ - +

UAGCV1
UAGCV?2
UAGCV3
UAGCV4
UAGCV5
UAGCV6
UAGCV7
UAGCVS
UAGCV10
UAGCV11
UAGCV12
UAGCV13
UAGCV14
UAGCV15
UAGCV16
UAGCV17
UAGCV18
UAGCV19
UAGCV20
UAGCV22
UAGCV23

+

+ + + +

+ + 4+ 0+ + + 4+
+ 1

+ 4+ + + 4+ 4+ + ++ A+ A+

1
1
o4+ 4

1
+ + + + +
+++++++++ A+ 4+



UAGCV24
UAGCV25
UAGCV26
UAGCV28
UAGCV29
UAGCV30
UAGCV31
UAGCV32
UAGCV33
UAGCV34
UAGCV35
UAGCV36
UAGCV37
UAGCV39
UAGCV40
UAGCV41
UAGCV42
UAGCV44
UAGCV45
UAGCV46
UAGCV47
UAGCV48
UAGCV49
UAGCV50
UAGCV51
UAGCV52
UAGCVS53
UAGCV54
UAGCV55
UAGCV56
UAGCVS57
UAGCV58
UAGCVS59
UAGCV60
UAGCV61
UAGCV62
UAGCV63
UAGCV64
UAGCV65
UAGCV66
UAGCV67
UAGCV68
UAGCV69
UAGCV70
UAGCVT71
UAGCV72
UAGCV74
UAGCV76
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UAGCV77
UAGCVT78
UAGCV80
UAGCV81
UAGCV82
UAGCVS83
UAGCV84
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3.6. Analise da variabilidade genética bacteriana pela técnica da Analise da
Restricdo do DNA Ribossomal Amplificado (ARDRA)

A anélise da diversidade genética, pela técnica de ARDRA, foi realizada em 100
isolados, sendo 52 da rizosfera e 48 endofiticos de raiz. Foram 49 bactérias do
isolamento sem o acrescimo de sal no meio de cultura, e 51 com o acréscimo de sal.
Com relagdo as areas com aplicacdo de vinhaca ha quatro anos, ha dois anos e sem a
aplicacdo, foram selecionados 31, 29 e 40 isolados, respectivamente.

A técnica utilizada permitiu a visualizacdo de perfis de bandas, variando entre

200 e 1000 pb, que foram gerados pela digestdo do gene 16S rRNA que continham as
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sequéncias de corte das enzimas de restricdo Mbol e BsuRI. A Figura 13 representa um
gel de agarose com os perfis de bandas gerados pela técnica da ARDRA. A anélise foi
feita através do uso de um dendrograma de similaridade (Figura 14), construido através
de uma matriz binaria de presenca e auséncia de banda, de acordo com os perfis de
bandas dos isolados.

O dendrograma indicou alta variabilidade genética entre os isolados, no entanto,
14 ribotipos se formaram com alta similaridade, superior a 70%. E sete ribotipos
apresentaram 100% de similaridade. Vale ressaltar que bactérias isoladas em condicdes,
com manejos e nichos diferentes, apresentaram-se, no dendrograma, geneticamente

semelhantes.

Figura 13. Gel de agarose obtido na técnica da ARDRA, utilizando as enzimas de
restricdo Mbol (A) e BsuRI (B), de bactérias da rizosfera e endofiticas de raiz,
presentes em cana-de-agucar cultivada em diferentes solos do Estado de

Pernambuco. M: marcador 100pb; Seta: banda de 500pb.
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Figura 14. Dendrograma de similaridade construido com base nas sequéncias de bandas
obtidas pelas enzimas de restricio Mbol e BsuRl, através do coeficiente de
Jaccard e pelo método do UPMGA (Unweighted Pair-Group Method with
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Average) com bootstrap de 1000 vezes. Os nimeros nos nds em questdo indicam

a porcentagem de vezes que O grupo permaneceu No CoONsenso.

3.7. Anédlise da diversidade bacteriana ndo cultivavel pela técnica de DGGE
(Denaturing Gradient Gel Electrophoresis)

A anélise da diversidade bacteriana ndo cultivavel pela técnica do DGGE,
através do gene nifH, permitiu observar alta variabilidade genética, tanto na comunidade
rizosférica como na endofitica de raiz, de plantas de cana-de-acucar cultivadas em solos
com e sem uso de vinhaga no Estado de Pernambuco. A Figura 15 representa o gel de
poliacrilamida com os perfis de banda do gene nifH, obtidos a partir do DGGE.

Apenas duas repeticdes das amostras da rizosfera sem a aplicacdo de vinhaca e
duas da rizosfera com aplicacdo ha dois anos apresentaram similaridade superior a 70%
(Figura 16), todos os outros agrupamentos tiveram similaridade baixa, evidenciando a
diversidade bacteriana diazotrofica existente em plantas de cana-de-agUcar, cultivada

em diferentes solos.
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Figura 15. Gel de poliacrilamida obtido na técnica no DGGE do gene nifH, de
comunidades bacterianas da rizosfera e endofiticas de raiz, presentes em cana-

de-agUcar cultivada em diferentes solos do Estado de Pernambuco. M: marcador.
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UPMGA (Unweighted Pair-Group Method with Average) com bootstrap de
1000 vezes. Os nameros nos nds em questdo indicam a porcentagem de vezes
gue 0 grupo permaneceu no consenso. Legenda: 1A, 2A e 3A, rizosfera — sem
vinhaca; 4A, 5A e 6A, rizosfera — aplicacdo de vinhacga ha dois anos; 7A, 8A e
9A, rizosfera — aplicacdo de vinhaga ha quatro anos; 10A, 11A e 12A, endofitico
de raiz — sem vinhaga; 13A, 14A e 15A, endofitico de raiz — aplicagdo de
vinhaca ha dois anos; 16A, 17A e 18A, endofitico de raiz — aplicacdo de vinhaca

ha quatro anos.
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4. DISCUSSAO

E de extrema importancia estudar a interacio bactéria/planta, pois diversos
fatores podem influencia-la, como o clima, tratamento com pesticidas, tipo de solo,
estrutura do solo, estadio de desenvolvimento da planta hospedeira, entre outros
(RASCHE et al., 2006; BERG & SMALLA, 2009). Esses fatores influenciam a
comunidade bacteriana da planta, podendo torna-la mais diversa ou com grupos
dominantes (SOARES et al., 2006; PROCOPIO et al., 2009).

Essa comunidade bacteriana pode apresentar caracteristicas morfoldgicas
diversas, podendo assim, visualmente se observar a diversidade daquela, associada com
a planta. Soares et al. (2006) observaram que a populacdo nativa nodulifera, em feijao-
caupi, teve alta diversidade fenotipica, assim como a diversidade observada no trabalho
aqui apresentado. Kumar et al. (2012) também observaram alta diversidade morfoldgica
em plantas de Ajuga bracteosa.

Essa diversidade morfologica também é influenciada pelo meio de cultura
utilizado. O meio TSA por ser rico em nutrientes beneficia o desenvolvimento de
diversos grupos bacterianos, além de favorecer uma alta densidade populacional
bacteriana, como o observado neste trabalho. De acordo com Mendes et al. (2007), a
densidade populacional bacteriana na rizosfera de cana-de-agUcar foi varias ordens
maior que a densidade dos endofiticos de raiz. Compant et al. (2010) também mostram
que a rizosfera se sobressai na densidade populacional, o que difere deste trabalho, ja
gue ndo houve diferenca estatistica entre os nichos.

Em relacdo a presenca ou auséncia de sal no meio de cultura, também néo houve
diferenca estatistica na densidade populacional, demonstrando que o NaCl, na
concentracédo avaliada, ndo influenciou o desenvolvimento bacteriano. No entanto, Dias
Junior et al. (1998) avaliaram o efeito dos metais pesados, em uma area de deposicédo de
rejeitos da industrializagdo de zinco, sobre a populacdo microbiana do solo, e
observaram que a densidade bacteriana foi afetada negativamente pela presenca dos
metais pesados (Cd, Cu e Zn). Demonstrando que esta populacdo pode vir a ser afetada
pelas caracteristicas de cada solo.

Devido a grande importancia da cultura da cana-de-agucar para o Brasil, o
incentivo a pesquisa tem sido alto (PEREIRA et al., 2012), visando encontrar um

inoculante eficaz, ja que a cana-de-acUcar retira do solo quantidades de nitrogénio
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maiores do que as que s@o aplicadas ao solo pelas adubacdes, isto pode ser explicado
pela fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) (BODDEY et al., 2003).

O nitrogénio € um dos elementos mais limitantes ao desenvolvimento das
culturas, e o uso de um inoculante eficiente podera diminuir o uso de fertilizantes
nitrogenados. Estima-se que cerca de 70% do nitrogénio requerido pela cana-de-acUcar
é suprido pela fixacdo bioldgica de nitrogénio (SUMAN et al., 2005). No entanto, de
acordo com Castro-Gonzalez et al. (2011), ainda existe grande dificuldade em encontrar
um isolado eficiente, ndo patogénico a humanos e estavel para ser um promissor
inoculante para a cana-de-agucar.

No presente trabalho, 72,5% dos isolados mostraram-se potenciais fixadores de
nitrogénio atmosférico, demonstrando o potencial destas bactérias para programas de
manejo da cultura da cana-de-acucar. Em trabalho realizado por Govindarajan et al.
(2006), foi demonstrado o potencial de um isolado bacteriano (Burkholderia sp. MG43),
onde houve uma economia de 140 kg/ha de N. Os isolados do presente trabalho devem
ser testados in vivo, para identificar se desempenham uma fixacdo satisfatoria em
campo.

Foi observado que o maior numero de isolados fixadores € endofitico de raiz da
cana-de-agucar, tanto na presenca ou auséncia de sal, como na presenca ou auséncia de
vinhaga, provavelmente por este grupo bacteriano poder ter um importante papel neste
nicho ou por ter melhores condicdes de colonizacdo. Este fato pode se dar pela interacédo
bactéria/planta, j& que esta influencia nas caracteristicas de promocao de crescimento
vegetal, como observado por diversos autores (BODDEY et al., 2003; KUKLINSKY -
SOBRAL et al., 2004).

De acordo com os resultados, também foi possivel observar a capacidade dos
isolados em produzirem &cido indol acético, ja que a producdo de fitohorménios, ou
reguladores de crescimento vegetal, € outra caracteristica que algumas espécies
bacterianas, quando em associagdo com a planta hospedeira, expressam. A frequéncia
de isolados produtores de AIA foi alta (100%) quando comparada com trabalho
realizado por Mendes et al. (2007), que também avaliaram bactérias isoladas da cana-
de-acucar, no entanto, apenas cerca de 47% foram positivas para esta caracteristica.
Taurian et al. (2010), trabalhando com bactérias isoladas de amendoim, também
observaram baixa frequéncia de isolados positivos, cerca de 8%.
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No entanto, Ramos (2011) e Lima (2012), trabalhando com variedades de cana-
de-agicar na fase soca, também observaram que 100% dos isolados bacterianos
avaliados apresentaram capacidade de produzir AIA em meio com acréscimo de
triptofano. Estes resultados demonstram que a cana-de-agucar ¢ amplamente colonizada
por bactérias produtoras deste fitohorménio.

Vale ressaltar que alguns isolados apresentaram alta producdo de AIA, como 0
isolado UAGCV117, com 162,23 pg mL™. Este valor foi bastante expressivo, quando
comparado com os resultados do trabalho realizado por Sheng et al. (2008) com Allium
macrostemon, onde o isolado endofitico Enterobacter sp. 12J1 foi capaz de produzir
apenas 8,077+0.45 pg mL™. E, de acordo com Hernandez-Rodriguez et al. (2010), cerca
de 29 pg mL™ de AIA foram produzidos por isolados de Burkholderia cepacia em
plantulas de milho e arroz, valor baixo, quando comparado com a producdo de AIA dos
isolados do presente trabalho.

Outras caracteristicas que estimulem o desenvolvimento vegetal sdo almejadas,
para a produgdo de um inoculante eficiente. Desta maneira, a solubilizacdo de fosfato é
uma caracteristica de extrema importancia, pois, depois do nitrogénio, o fosforo, € o
elemento mais limitante ao crescimento vegetal (GYANESHWAR et al., 2002). Ja que
este nutriente tem forte aderéncia as particulas do solo, dificultando sua absor¢éo pelas
plantas.

Dos isolados avaliados, 75,5% foram positivos para a solubilizacdo do fosfato
inorganico, resultado semelhante ao de Lira-Cadete et al. (2012), onde 75% das
bactérias diazotroficas de cana-de-agUcar foram positivas para esta caracteristica. No
entanto, este resultado foi inferior ao apresentado por Santos et al. (2012), onde os
autores observaram que das 30 bactérias diazotroficas associadas a plantas de cana soca,
endofiticas de raiz e da rizosfera, 90% foram capazes de solubilizar fosfato inorganico
in vitro. Segundo Shiomi et al. (2009), as bactérias solubilizadoras de fosfato inorganico
vém ganhando grande atencéo, principalmente, pela possibilidade de seu emprego em
programas de interacdo com bactérias fixadoras de No.

Vale ressaltar que, assim como para a FBN e para a producdo de AlA, a
presenca de vinhaca e a presenca de NaCl, ndo influenciaram os resultados da
solubilizacdo de fosfato. No entanto, mais uma vez o nicho se sobressaiu em todos os

casos, onde os isolados endofiticos de raiz apresentaram percentual significativamente
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maior de solubilizadores de fosfato. Demonstrando, mais uma vez, que este grupo
bacteriano pode ter um importante papel neste nicho da planta hospedeira. Este
resultado é semelhante ao de Lira-Cadete et al. (2012), onde os isolados endofiticos de
raiz, se sobressairam nesta caracteristica de promocao de crescimento vegetal.

Com relagio ao indice de Solubilizacio, sete isolados apresentaram indice maior
que dois, que foi o grupo com indice mais alto. Quando se observa trabalho realizado
por Santos et al. (2012), os isolados chegaram a ter indice de 3,48. No entanto, 0s
isolados deste trabalho mostram-se como potencias promotores de crescimento vegetal,
pois, apresentaram IS satisfatorio, ou seja, maior que 2 (LEALEM & GASHE, 1994).

A fim de complementar a selecdo de uma bactéria com potencial para se tornar
um inoculante, a producdo da molécula quorum sensing, AHL, se torna uma aliada.
Pois, a formacéo de biofilmes vem sendo considerada uma resposta ao um mecanismo
quorum sensing (RUMJANEK et al., 2004), e o biofilme & um grande aliado da
colonizacdo bacteriana (LIU et al., 2011). Deste modo, um inoculante que possui
alguma facilidade em colonizar a planta hospedeira, € essencial para a eficacia do
processo.

Dos 102 isolados avaliados, 49% foram positivos para a producdo da molécula
quorum sensing (N-acil homoserina lactona, AHL), percentual inferior ao apresentado
por Ravn et al. (2001), onde, dentre 148 isolados da familia Enterobacteriaceae, 99%
eram produtores de moléculas AHLs. No entanto, os isolados positivos mostram-se
potenciais para 0 uso no manejo da cultura da cana-de-agucar.

Vale ressaltar que 48% dos isolados positivos foram provenientes da area sem
aplicacdo de vinhaga, demonstrando que a populacdo bacteriana presente neste solo €
mais eficiente para esta caracteristica; e, que os isolados da rizosfera também foram
mais eficientes nesta condi¢do, reforcando, que a populacdo bacteriana pode mudar de
um manejo para outro. Além disso, 64% foram isolados em meio de cultura sem o
acréscimo de NaCl. O que demonstra a influéncia do manejo e da presenca de sal sobre
uma caracteristica de promocao de crescimento vegetal.

Assim, isolados que expressam caracteristicas de promocdo de crescimento
vegetal, mesmo em condi¢Bes de estresse, sdo de extrema importancia para o
desenvolvimento da cultura. Segundo Nabti et al. (2010), rizobactérias promotoras de

crescimento podem aumentar o desenvolvimento vegetal, especialmente em condicgdes
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limitantes, como estresses. Os isolados deste trabalho se mostraram promissores, pois,
33 foram positivos para os quatro testes realizados, sendo fortes aspirantes a programas
futuros de testes in vivo.

Além da avaliacdo da promocéo de crescimento vegetal, a diversidade bacteriana
deve ser bastante estudada, pois os manejos dados as culturas podem afetd-la. No
trabalho apresentado, foram formados 14 ribotipos com alta similaridade, superior a
70%. Em trabalho realizado por Tian et al. (2009), com bactérias produtoras de
sideroforos, 28 ribotipos foram formados. No entanto, a diversidade do presente
trabalho foi mais alta, ja que muitos outros ribotipos foram formados, com similaridade
inferior a 70%. Apesar da alta diversidade, sete ribotipos apresentaram 100% de
similaridade, demonstrando alta possibilidade de serem do mesmo grupo bacteriano.

Algumas bactérias isoladas em condigdes com manejos e nichos diferentes
apresentaram-se, no dendrograma, geneticamente semelhantes. Isto mostra que a mesma
espécie bacteriana pode se adaptar a condi¢des diferentes. Barriuso & Mellado (2012)
demonstraram que a aplicagdo do glifosato em cultivos de algoddo resistente nao
influenciou a comunidade bacteriana da rizosfera, quando comparada ao controle,
evidenciando a adaptacdo daquela. No entanto, Prasad et al. (2012) observaram que
altas concentracbes de Cd** reduz a diversidade de Azotobacter spp. Deste modo,
estudar a diversidade bacteriana em ambientes diversos € essencial para identificar quais
grupos estdo presentes e quais se sobressaem, podendo assim identificar os mais
relevantes para o manejo das culturas.

Além de avaliar a comunidade bacteriana associada a plantas de cana por
métodos dependentes de cultivo, é de extrema importancia utilizar metodologias
independentes de cultivo, como a técnica de DGGE. O resultado do presente trabalho
demonstra a diversidade da comunidade diazotréfica existente na cana-de-acUcar
cultivada em diferentes solos. Resultado semelhante foi obtido por Lima (2012), onde
houve alta variabilidade genética da comunidade bacteriana diazotrofica da rizosfera e
endofitica de raiz de plantas de cana soca, com 4 e 10 meses de cultivo, da variedade
RB 867515. No entanto, 0 mesmo autor descreveu que os nichos foram determinantes
para o agrupamento das comunidades bacterianas, 0 que ndo foi observado no presente

trabalho.
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Coelho et al. (2009), trabalhando com doses de fertilizante nitrogenado, também
observaram alta diversidade da comunidade bacteriana diazotrofica da rizosfera do
sorgo. De acordo com Berg & Smalla (2009), tanto o tipo de solo, quanto a espécie
cultivada, podem ser os principais fatores que estariam influenciando na comunidade
bacteriana. Assim, fica evidente que os manejos dados ao solo relativos a aplicacdo de

vinhacga, neste trabalho, podem ter sido cruciais para a diversidade genética observada.
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5. CONCLUSOES

Diante do exposto, conclui-se que:

A variedade RB 863129 de cana-de-agucar cultivada em solos da Zona da Mata
de Pernambuco apresentam interagdo com bactérias da rizosfera e endofiticas de
raiz;

Bactérias isoladas em meio com o acréscimo de sal (NaCl), e sob diversos
manejos de aplicacdo de vinhaga, apresentam-se eficientes nas caracteristicas de
promogcéo de crescimento vegetal,

Os isolados endofiticos foram mais eficientes no potencial de fixar nitrogénio,
solubilizar fosfato, produzir AIA e a molécula quorum sensing AHL,

A presenca de vinhaga influenciou negativamente os isolados bacterianos da
rizosfera quanto a producdo da molécula quorum sensing AHL;

Isolados bacterianos, com mais de uma caracteristica relacionada a promocéo de
crescimento vegetal, sdo promissores para programas de manejo desta cultura;
Existe elevada diversidade da comunidade bacteriana, tanto do gene 16S rRNA
quanto do nifH, da rizosfera e endofiticas de raiz, presentes na variedade RB
863129 de cana-de-agucar cultivada em solos da Zona da Mata de Pernambuco.
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CAPITULO Il

CRESCIMENTO DE BACTERIAS ASSOCIADAS A CANA-DE-ACUCAR EM
RELACAO A SALINIDADE
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RESUMO

A cana-de-agucar é uma cultura de extrema importancia para o Brasil, pois proporciona
o primeiro lugar na producdo mundial de acucar e de etanol. Porém, esta producdo
encontra-se na sua maior parte concentrada na zona da mata do Estado. Um dos motivos
que dificultam sua expansdo para o semiarido pernambucano é a salinidade dos solos
desta regido, ja que esta causa diversos efeitos toxicos as plantas. Assim como as
plantas, as bactérias simbiéticas apresentam variacdo na tolerancia a salinidade. Esta
situacdo pode ser atenuada pela utilizagdo de linhagens halotolerantes. Diante do
exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da salinidade, usando o cloreto
de sddio (NaCl), sobre o crescimento bacteriano, a producdo de acido indol acético
(AlA) e a solubilizacédo de fosfato in vitro, por isolados bacterianos de cana-de-acUcar, e
potenciais promotores de crescimento vegetal. Para tanto foram utilizados isolados
bacterianos obtidos de plantas de cana-de-acucar cultivadas em areas sem aplicacédo de
vinhaga, com utilizagdo de vinhaga ha dois anos e ha quatro anos. Coldnias dos isolados
UAGCV16 (ndo tolerante a salinidade) e UAGCV68 (tolerante a salinidade), foram
inoculadas em meio TSA (Tripcase Soy Agar) liquido acrescido de 5 mM de L-
triptofano e quatro concentracdes de NaCl (0; 2,5; 5 e 7,5%). Os indéculos foram
incubados sob agitacdo (120 rpm) e a 0, 24, 48 e 72 horas, 0 crescimento bacteriano foi
avaliado em espectrofotdmetro, através da densidade optica (DO 600 nm) e a producéo
de AIA por metodo colorimétrico, com a leitura da absorbancia em 530 nm. Além disso,
colbnias de 27 bactérias, previamente testadas e positivas para testes de promoc¢éao de
crescimento vegetal, foram inoculadas em meio de cultura solido contendo fosfato
insoltvel, acrescido de quatro concentracdes de NaCl: 0; 2,5; 5 e 7,5%, As placas foram
incubadas a 28°C por 72 h. Ap6s esse periodo, o crescimento bacteriano e a
solubilizacdo de fosfato foram avaliados. Como resultados, observou-se que o isolado
UAGCV16 foi mais sensivel a presenca de sal no meio de cultura, ndo havendo
crescimento com 5 e 7,5% de sal. Ja o isolado UAGCV68 obteve crescimento em todas
as salinidades estudadas. Para a producao de AlA, em ambos os isolados, a medida que
a concentracdo de sal aumentou, a producdo de AIA diminuiu. Dos 27 isolados
bacterianos testados para solubilizacdo de fosfatos, nenhum isolado conseguiu
solubilizar fosfato nas concentracdes de 5 e 7,5% de NaCl. E 16 solubilizaram fosfato
na presencga de 2,5% de NaCl, vale ressaltar que apenas o isolado UAGCV77 néo teve
reducdo no potencial de solubilizag&o na presenca de 2,5% de sal. Deste modo, conclui-
se que o sal afeta negativamente o crescimento bacteriano, a producdo de acido indol
acético e a solubilizacdo de fosfato dos isolados avaliados, no entanto, alguns isolados
expressaram caracteristicas de promogéo de crescimento vegetal mesmo na presencga do
sal, tornando-se candidatos a experimentos de interacdo bactéeria/cana/solo salino.
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SUMMARY

The sugarcane is a culture of extreme importance to Brazil as it provides the first in the
world production of sugar and ethanol. However, this production is mostly concentrated
in the forest area of the State. One of the reasons that hinder its expansion into the semi-
arid Pernambuco is the salinity of soils in this region, since this cause many toxic
effects to plants. Like plants, the symbiotic bacteria present variation in salinity
tolerance. This situation can be alleviated by the use of halotolerant strains. Given the
above, the objective of this study was to evaluate the influence of salinity, using sodium
chloride (NaCl) on bacterial growth, production of indole acetic acid (IAA) and
phosphate solubilization in vitro by bacterial isolates from sugarcane, and potential
plant growth promoters. Therefore, we used bacteria isolated from plants of sugarcane
grown in areas without application of vinasse, using vinasse two years ago and four
years ago. Isolated colonies of UAGCV16 (not tolerant to salt) and UAGCV68 (salinity
tolerant) were inoculated in TSA (Tripcase Soy Agar) liquid plus 5 mM L-tryptophan
and four concentrations of NaCl (0; 2.5; 5 and 7.5%). The inocula were incubated under
stirring (120 rpm) and 0, 24, 48 and 72 hours, the bacterial growth was assessed by
spectrophotometer by optical density (OD 600 nm) and the production by IAA
colorimetric method, with the reading of absorbance at 530 nm. Furthermore, colonies
of bacteria 27, previously tested and testing positive for promoting plant growth, were
inoculated in a culture medium containing solid insoluble phosphate plus four NaCl
concentrations: 0; 2.5; 5 and 7.5%, The plates were incubated at 28 ° C for 72 h. After
this period, the bacterial growth and the phosphate solubilization were evaluated. The
results showed that the isolated UAGCV16 was more sensitive to the presence of salt in
the culture medium, with no growth at 5 and 7.5% salt. The UAGCV68 isolated growth
in all salinities studied. For the production of IAA in both isolated as the salt
concentration increased, decreased production of IAA. Of the 27 bacterial isolates
tested for phosphate solubilizing, no isolated able to solubilize phosphate at
concentrations of 5 and 7.5% NaCl. And 16 solubilized phosphate in the presence of
2.5% NaCl is worth noting that only the isolated UAGCV77 no decrease in the potential
of solubilization in the presence of 2.5% salt. Thus, it is concluded that the salt
adversely affects bacterial growth, the production of indole acetic acid and the
phosphate solubilization of isolates, however, some isolates expressed features for
promoting plant growth even in the presence of salt, becoming candidates for
interaction experiments bacteria/sugarcane/saline soil.
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1. INTRODUCAO
O Brasil é o maior produtor de cana-de-agucar do mundo, sendo esta espécie

uma das principais culturas brasileiras, pois proporciona o primeiro lugar na producao
mundial de acucar e de etanol. Segundo dados do Conab (2011), Pernambuco possui
uma producdo de cerca de 18,4 milhGes de toneladas, o que corresponde a 27,29% da
producéo Nordestina.

Porém, esta producdo encontra-se na sua maior parte concentrada na zona da
mata do Estado. Um dos motivos que dificultam sua expansdo para o semiarido
pernambucano é a salinidade dos solos desta regido, ja que esta causa diversos efeitos
toxicos as plantas (LIMA et al., 1998). Além disso, a cana-de-aglcar é uma cultura
exigente quanto a fertilidade, com alta capacidade extratora (LIRA-CADETE et al.,
2012), e apresenta-se sensivel a aspectos limitantes do solo, como a salinidade.

De acordo com Moradi et al. (2011), cerca de 40% dos solos mundiais
apresentam problemas com a salinidade. Segundo os mesmos autores, este € um sério
problema e vem aumentado nas regides aridas e semiaridas do planeta. No semiarido,
ela deve-se, principalmente, ao clima, relevo e a geologia do terreno. Nesta regido, a
salinidade alcanca cerca de 20% dos 95 milhdes de hectares e nas areas irrigadas, cerca
de 300 mil ha, o problema j& esté& presente em 25% da area (XAVIER et al., 2007).

A salinidade dos solos da regido semiarida constitui 0 maior obstaculo para a
agricultura nestas areas (NABTI et al., 2010). O excesso de sais provoca uma reducdo
do potencial hidrico do solo, resultando em menor capacidade de absorcdo de agua
pelas plantas. Além disso, os sais tém efeitos toxicos sobre os vegetais, interferindo
deste modo em todo seu desenvolvimento (NOBREGA et al., 2004).

Assim como as plantas, as bactérias simbidticas apresentam variacdo na
tolerdncia a salinidade. Portanto, caracteristicas de promoc¢do de crescimento vegetal,
como fixagdo bioldgica de nitrogénio, producao de fitorménios, solubilizacdo de fosfato
inorganico, entre outros; podem ser afetadas negativamente pelo efeito dos sais
presentes nos solos. Esta situacdo pode ser atenuada pela utilizacdo de linhagens
bacterianas tolerantes a salinidade (NOBREGA et al., 2004). Estas bactérias s&o
conhecidas como halotolerantes, ou seja, ndo necessitam do sal para o seu metabolismo,
mas o toleram, em diferentes concentragcdes (JHA et al., 2011; MISHRA et al., 2011,
OETTERER, 2012).
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Diversos trabalhos buscam selecionar isolados bacterianos tolerantes a
salinidade e promotores de crescimento, para o desenvolvimento das culturas (NABTI
et al., 2010; JHA et al., 2011; SANTOS et al., 2012). De acordo com Pereira et al.
(2012), é de extrema importancia o estudo de isolados bacterianos que apresentem a
capacidade de colonizar os tecidos e promover o crescimento vegetal, ainda que
submetidos a condicOes de elevadas concentragdes de sais no solo. Para essa selecdo,
o cloreto de sddio (NaCl) tem sido largamente utilizado como indicador da tolerancia de
bactérias a salinidade (ABDELMOUMEN et al., 1999).

De acordo com Nabti et al. (2010), rizobactérias promotoras de crescimento
podem aumentar o desenvolvimento vegetal, especialmente em condicBes limitantes,
como estresses. E, segundo Noébrega et al. (2004), estas linhagens em conjunto com a
selecdo de hospedeiros adaptados a condigcdes de estresse salino, podem aumentar o
desempenho da simbiose e manter a produtividade vegetal de forma sustentada mesmo
em condigOes de salinidade dos solos.

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da
salinidade, usando o cloreto de sodio (NaCl), sobre o crescimento bacteriano, a
producdo de &cido indol acético e a solubilizacdo de fosfato in vitro, por isolados

bacterianos de cana-de-agucar, potenciais promotores de crescimento vegetal.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Isolados bacterianos

Foram utilizados isolados bacterianos obtidos de plantas de cana-de-agucar
cultivadas em &reas sem aplicacdo de vinhaga, com utilizacdo de vinhaca ha dois anos e
h& quatro anos, conforme o Capitulo I. As caracteristicas dos isolados utilizados nos
testes de tolerancia a salinidade estdo descritos na Tabela 1. Os isolados analisados
apresentaram-se distribuidos de forma diversa no dendograma da analise da

variabilidade genética pela técnica da ARDRA, descrito no Capitulo 1.

Tabela 1. Caracteristicas de 27 isolados bacterianos provenientes de cana-de-acUcar
cultivada em solo sem aplicacdo de vinhaca, e com aplicacdo de vinhaca ha

dois ou quatro anos, no Estado de Pernambuco.

Isolado FBN Producdo de Solubilizacdo Producdo de Halotolerante

bacteriano AHL de fosfato AlA

UAGCV4 + + + + Né&o
UAGCV11 + + + + Néo
UAGCV14 + + + + Nao
UAGCV16 + + + + Néo
UAGCV17 + + + + Nao
UAGCV18 + + + + Néo
UAGCV32 + + + + Né&o
UAGCV33 + + + + Néo
UAGCV50 + + + + Né&o
UAGCV51 + + + + Né&o
UAGCV56 + + + + Sim
UAGCV59 + + + + Sim
UAGCV61 + + + + Sim
UAGCV62 + + + + Sim
UAGCV64 + + + + Sim
UAGCV68 + + + + Sim
UAGCV77 + + + + Sim
UAGCV86 + + + + Sim
UAGCV88 + + + + Sim
UAGCV89 + + + + Sim
UAGCV94 + + + + Sim
UAGCV102 + + + + Sim
UAGCV104 + + + + Sim
UAGCV105 + + + + Sim
UAGCV114 + + + + Né&o
UAGCV117 + + + + Néo
UAGCV118 + + + + Sim
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2.2. Avaliagdo da influéncia da salinidade sobre o crescimento bacteriano e a
producdo de acido indol acético (AlA) in vitro

Colénias dos isolados UAGCV16 (ndo tolerante a salinidade) e UAGCV68
(tolerante a salinidade), foram inoculadas em meio de cultura liquido TSA e incubadas a
28°C por 24h sob agitacdo (120 rpm). Apoés esta etapa, 10 pL da cultura bacteriana
foram inoculados em frascos de 50 mL, contendo 20 mL de meio liquido TSA
suplementado com L-triptofano (5 mM) e acrescido de quatro concentragdes de cloreto
de sédio (NaCl), sendo elas 0; 2,5; 5 e 7,5%, ou seja, 0; 34,31; 68,63 e 102,94 dS m™
(MORADI et al., 2011). Apos a inoculagdo, os tubos foram incubados a 28°C sob
agitacdo (120 rpm). As leituras do crescimento bacteriano (densidade 6tica, DO) foram
realizadas a 0, 24, 48 e 72 horas, em espectrofotdmetro (600 nm). O teste foi realizado
em triplicata.

Para a verificacdo da producédo de AlA, foram utilizadas as mesmas amostras da
leitura da densidade Gtica. Dois mililitros da cultura bacteriana foram centrifugados a
12.000 g por 5 min. Do sobrenadante obtido, foram retiradas amostras e acrescidas do
reagente de Salkowski (2% de FeCl; 0,5 M em 35% de acido perclorico), na proporcao
de 1,5:0,5, esta reacdo foi incubada por 30 min na auséncia de luz. Apds esta etapa, a
leitura da absorbancia foi realizada, em espectrofotémetro (530 nm), a 0, 24, 48 e 72
horas. O teste foi realizado em triplicata. Para a conversdo dos resultados foi utilizada
uma curva padrdo, obtida através de concentracfes da AlA (Vetec) conhecidas, sendo
elas: 0, 50, 100, 150, 200, 250, 300 e 350 pg L™ (BARBOSA, 2010).

2.3. Avaliacdo da influéncia da salinidade sobre a solubilizagdo de fosfato
inorganico in vitro

Colbnias de 27 bactérias, positivas para todos os testes de promocdo de
crescimento vegetal (Capitulo I), foram inoculadas em meio de cultura sélido contendo
fosfato insollvel, segundo metodologia do item 4.2.6. (Capitulo Il), acrescido de quatro
concentracBes de cloreto de sédio (NaCl): 0; 2,5; 5 e 7,5%, ou seja, 0; 34,31; 68,63 e
102,94 dS m™ (MORADI et al., 2011).

Apos a inoculacdo, as placas foram incubadas a 28°C por 72 h. Apds esse
periodo, o crescimento bacteriano e a solubilizacdo de fosfato foram avaliados. O teste
foi realizado em triplicata e na leitura foram medidos: o didmetro das colonias e dos
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halos de solubilizagio, a partir dessas medidas foram obtidos os Indices de
Solubilizagéo (IS) de cada isolado por meio da férmula: IS = ¢ Halo (cm)/ ¢ Colonia
(cm) (BERRAQUERO et al., 1976; HARA & OLIVEIRA, 2004; CHAGAS JUNIOR,
2007).

2.4. Andlise estatistica

Os resultados da densidade ética (DO), quantificagdo do acido indol acético e do
indice de Solubilizacdo de Fosfato foram avaliados pelo teste de Scott-Knott, com
probabilidade de 5%, através do programa SISVAR 5.3.
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3. RESULTADOS

3.1. Avaliagdo da influéncia da salinidade sobre o crescimento bacteriano e a
producéo de AlA in vitro

Como pode ser observado, na Figura 1 o isolado UAGCV16 foi mais sensivel a
presenca de sal no meio de cultura, ndo havendo crescimento com 5 e 7,5% de sal. Ja o
isolado UAGCV68 obteve crescimento em todas as salinidades estudadas.

No entanto, o crescimento do isolado UAGCV16 foi expressivo atingindo 0,608
de DO a 0% de sal. Enquanto que o UAGCV68 atingiu apenas 0,227. Este ultimo
isolado ndo apresentou diferenca estatistica entre o crescimento a 0 e a 2,5% de sal no
meio de cultura. Ambos os isolados, tenderam a estabilidade de crescimento as 72h.

Com relacdo a producdo de AIA, a influéncia do sal promoveu resultados
semelhantes para ambos os isolados (Figura 2), a medida que a concentracdo de sal
aumenta, a producgéo de AIA diminui.

Apesar do menor valor absoluto de crescimento, o isolado UAGCV68
apresentou maior producéo de AIA, chegando a 157,27 pg mL™. No entanto, apés as 48
h, em todos os valores de salinidade, a produgdo caiu consideravelmente. J& para o
isolado UAGCV16, a queda da producéo, apés as 48 h, foi praticamente nula.
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Figura 1. Curvas de crescimento (densidade 6tica - DO) de bactérias endofiticas de raiz,
associadas a cana-de-agtcar, em meio liquido TSA acrescido de 0; 2,5; 5 e 7,5%
de NaCl. A) Isolado UAGCV16; B) Isolado UAGCV68. Os pontos que nédo
apresentam sobreposi¢cdo das barras indicam que as médias diferem

estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.
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Figura 2. Curvas de producdo de acido indol acético por bactérias endofiticas de raiz,
associadas a cana-de-acgtcar, em meio liquido TSA acrescido de L-triptofano e
de 0; 2,5; 5 e 7,5% de NaCl. A) Isolado UAGCV16; B) Isolado UAGCV68. Os
pontos que ndo apresentam sobreposicdo das barras indicam que as médias

diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.

3.2. Avaliacdo da influéncia da salinidade sobre a solubilizacdo de fosfato
inorganico in vitro

Dos 27 isolados bacterianos testados para solubilizacdo de fosfatos, nenhum
isolado conseguiu solubilizar fosfato nas concentragdes de 5 e 7,5% de NaCl no meio de
cultura utilizado, assim foram apresentados apenas os resultados de solubilizacdo de
fosfato nos meios com 0 e 2,5% de NaCl. Nestes, dos 27 isolados avaliados, 16

solubilizaram fosfato na presenca de 2,5% de NaCl (Figura 3) e pode-se observar que,
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de modo geral, a presenca de sal diminuiu o indice de Solubilizacdo, em que apenas o
isolado UAGCV77 ndo teve reducdo no potencial de solubilizagdo na presenca de 2,5%

de sal (Figura 3).
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Figura 3. Indice de solubilizacio de fosfato inorganico por bactérias da rizosfera e
endofiticas de raiz, de cana-de-agUcar, apos trés dias de cultivo em meio rico em
fosfato insoltvel acrescido de 0 e 2,5% de NaCl. As barras que ndo apresentam
sobreposicdo das barras indicam que as médias diferem estatisticamente pelo

teste de Scott-Knott a 5% de significancia.
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4. DISCUSSAO
De acordo com Pereira et al. (2012), estudos que avaliem os efeitos da

salinidade na populacdo bacteriana associada as plantas de cana-de-agUcar, poderdo
auxiliar o manejo desta cultura em solos salinos. Por isso, é essencial entender essas
interagcdes, para que isolados eficientes sejam identificados e utilizados para o
desenvolvimento da cultura.

Em trabalho realizado por Campos et al. (2010), os isolados de nddulos de raiz e
caule de Discolobium spp. tiveram crescimento na concentracao avaliada de 3% (30 g
LY de sal, esse comportamento também foi observado por Nébrega et al. (2004) e por
Xavier et al. (2007), em linhagens de rizobios de feijdo-caupi. Enquanto que no
presente trabalho, o isolado UAGCV16 conseguiu crescer apenas nha concentracdo
méaxima de 2,5% de sal, confirmando que este apresenta-se mais sensivel a salinidade
do meio. J& o isolado UAGCV68, obteve crescimento em todas as salinidades
estudadas, apesar de que nas concentracdes de 5 e 7,5% este crescimento foi menor, isto
demonstra que este isolado, por ter sido proveniente de um meio de cultura com o
acréscimo de sal, apresenta-se mais tolerante, pois passou por um processo de selecéo.

Diversos trabalhos mostram a influéncia do sal sobre caracteristicas de
promogdo de crescimento vegetal (SADEGHI et al., 2011; PEREIRA et al., 2012;
SANTOS et al.,, 2012). No presente trabalho, a producdo de AIA foi influenciada
negativamente pela presenca do sal, resultado semelhante foi descrito por Pereira et al.
(2012).

Segundo Radwan et al. (2005), a acréscimo de NaCl ao meio de cultura inibiu a
producdo de auxina nas linhagens de Azospirillum sp. e Herbaspirillum seropedicae,
em concentracGes superiores a 0,5%. Enquanto que, no presente trabalho, o isolado
UAGCV16 conseguiu produzir AIA na concentragdo de 2,5% e o isolado UAGCV68
produziu até 5% de sal no meio de cultura, mesmo que a producdo tenha diminuido a
medida que o acréscimo de sal aumentava, demonstrando o potencial in vitro destes
isolados. Em contrapartida, Sadeghi et al. (2011) observaram que isolados de
Streptomyces aumentavam a producdo de AIA a medida que a concentracdo de sal
também aumentava.

Outra caracteristica de grande importancia para a promocdo de crescimento
vegetal é a solubilizacdo de fosfato. A presenca do sal no meio de cultura a influenciou

negativamente, pois dos 27 isolados avaliados, apenas 16 conseguiram solubilizar o
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fosfato in vitro com o acréscimo de 2,5% de sal no meio de cultura. Resultado
semelhante foi observado por Sadeghi et al. (2011), onde isolados de Streptomyces
diminuiram a solubilizacdo de fosfato, ao passo que a concentracdo de sal no meio de
cultura aumentava.

Apenas o isolado UAGCV77 ndo apresentou reducdo no potencial de
solubilizacédo, evidenciando que este isolado pode ser melhor estudado para uso em
programas de manejo da cultura da cana-de-agucar em solos salinos.

Vale ressaltar que os isolados UAGCV16 e UAGCV68 testados para producao
de AIA em meio salino, também foram influenciados negativamente pelo sal na
caracteristica de solubilizacdo de fosfato. Sendo que o isolado UAGCV16 teve esta
caracteristica totalmente inibida, mostrando-se mais sensivel a salinidade, assim como
no teste de producdo de AIA em meio salino. Enquanto o isolado UAGCV68, por ser
halotolerante, parece ser mais resistente a presenca de sal, com relacdo a estas duas
caracteristicas de promocdao de crescimento vegetal.

Medeiros et al. (2008) demonstraram que a nodulacdo em feijdo-caupi é
altamente sensivel a salinidade dos solos, prejudicando futuramente a fixacdo bioldgica
de nitrogénio, confirmando o fato que encontramos no presente trabalho, onde a
presenca de sal afetou diretamente caracteristicas de promocao de crescimento vegetal.
Além disso, Santos et al. (2012) observaram que bactérias diazotroficas endofiticas de
raiz e da rizosfera de cana soca apresentam diferentes niveis de tolerancia em relacdo a
capacidade de crescer em meio de cultura livre de fonte nitrogenada sob diferentes
concentracOes de NaCl.

Nobrega et al. (2004), Xavier et al. (2007) e Campos et al. (2010) demonstraram
que bactérias podem crescer em condigdes com 3% de sal, porém néo se sabe o efeito
sobre as funcionalidades destas bactérias. Assim, os efeitos da salinidade devem ser
mais amplamente estudados para que a interagdo bactéria/planta se torne mais eficaz e a
promogéo de crescimento vegetal seja desempenhada de forma mais eficiente, mesmo

em ambientes limitantes, como os solos salinos.
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5. CONCLUSOES

Diante do exposto, conclui-se que:

A salinidade afetou negativamente o crescimento bacteriano dos isolados
avaliados, apesar de um deles ser halotolerante;

O isolado UAGCV68 apresentou maior tolerancia, com crescimento até a
concentracédo de 7,5% de sal;

O sal afetou negativamente a producdo de &cido indol acético e a solubilizagdo
de fosfato;

O isolado UAGCV68 produziu AlA até a concentracdo de 5% de sal;

O isolado UAGCV77 ndo apresentou redugdo no potencial de solubilizacdo na
presenca de 2,5% de sal;

O isolado UAGCV68 expressou as caracteristicas de promocao de crescimento
vegetal, producdo de AIA e solubilizacdo de fosfato, na presenca de altas
concentracfes de NaCl, tornando-se candidato a experimentos de interacao
bactéria/cana/solo salino;

Os isolados UAGCV68 e UAGCV77 devem ser mais estudados, pois
apresentaram maior tolerancia a salinidade, indicando o seu potencial para

programas de manejo da cultura da cana-de-actcar em solos salinos.
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