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Introducgao

A técnica de regeneragdo de plantas a partir do cultivo
de meristemas facilita a inoculagdo de bact ias
fixadoras de N, e possibilita selecionar estirpes ou
mesmo a inoculagdo de bactérias modificadas
geneticamente, visando um aumento da contribui¢éo da
fixagdo bioldgica de nitrogénio (FBN). Visando
estabelecer um protocolo de inoculagdo e
estabelecimento de bactérias diazotréficas inoculadas
em plantas micropropagadas de cana-de-agucar foram
feitas varias modificagdes do meio de cultivo Murashige
& Skoog (1962) tradicionalmente utilizado para
propagacdo vegetal. Estas modificagbes foram
necessarias para proporcionar um equilibrio na
associacio planta-bactéria. A metodologia aprimorada
estipulou a inoculagio da bactéria ao final do periodo
de enraizamento em meio sem horménios ou vitaminas
e com a concentragio de sais e sacarose reduzida 10
vezes. As plantas, apés a individualizagdo, foram
inoculadas e permaneceram nas mesmas condigdes de
luz e temperatura por 7 dias. Este periodo foi suficiente
para promover a infecgdo e o estabelecimento da
bactéria na planta. As mudas inoculadas foram
transferidas para a fase de aclimatagdo sendo que,
ap6s trinta dias foi possivel reisolar a bactéria apenas
do tecido vegetal. Esta metodologia permitiu estudos de
infecgdo e comparagao entre estirpes. As plantas foram
examinadas em microscopio Otico e eletronico de
transmissao e varredura aos 4, 7, 9 e 15 dias apds a
inoculagado "in vitro".

Metodologia

A partir de uma placa contendo colbnias puras e
individualizadas da estirpe de G. diazotrophicus ou
outra espécie de bactéria diazotréfica que se deseja
inocular, transferiu-se 1 coldénia para 5 mL de meio
DYGS (Rodrigues Neto et al., 1986 - anexo) e deixou-

se crescer a 125 rpm a 30°C por 24-48 horas,
dependendo do crescimento.

Plantulas de cana-de-agUcar (Saccharum spp.) de
diferentes variedades tais como: NA 56-79, SP70 -
1143, SP71-6163 ou SP79-2312 foram obtidas através
do cultivo de meristemas. A metodologia utilizada para
a obtengdo das plantas enraizadas segue o protocolo
de HENDRE et al., (1983). As plantas foram mantidas
em meio de cultivo MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962)
modificado quanto a concentragdo de horménios usada
para promover a multiplicagdo da parte aérea (fase |) e
o enraizamento (fase Il) durante 50-60 dias. Somente
apés esta segunda fase, onde as plantas exibiram
folnas e raizes em abundancia, foi que se procedeu a
inoculagao.

Inoculacdo: Apés a fase de enraizamento e
perfilhamento ‘“in vitro”, as plantas foram transferidas
para novo meio liquido MS sem horménios e com a
concentragdo de sacarose e nutrientes reduzida 10
vezes (em anexo). Nesta fase foi possivel individualizar
as pequenas touceiras transferindo-as para 0 maximo
de vidros (maionese de 250 mL) possiveis. Esta
individualizagéo permitiu que a regido de inser¢do das
folhas, o que foi o calo (tecido ndo diferenciado) no
inicio do desenvolvimento, sofresse feridas pelo corte
das mudas. Estas feridas também permitiram a entrada
da bactéria. Cada frasco foi inoculado com 0,1 mL de
uma suspensdo de bactérias crescidas em meio de
cultivo DYGS (Rodrigues Neto et al., 1986 - anexo) por
24 h e com a D.O.435 = 1 contendo de 10° a 10’ células
mL™". As plantas foram mantidas por até 7 dias a 25°C
sob luz artificial (3.000 lux) com um fotoperiodo de 12
horas de luz.

Aclimatacéo: As plantas inoculadas foram plantadas em
bandejas de Isopor do tipo Plantagil™ com 12 cm de
profundidade e preenchidas com uma mistura de areia
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diferentes variedades tais como: NA 56-79, SP70 -
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a obtengéo das plantas enraizadas segue o protocolo
de HENDRE et al., (1983). As plantas foram mantidas
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concentragdo de sacarose e nutrientes reduzida 10
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de vidros (maionese de 250 mlL) possiveis. Esta
individualizagdo permitiu que a regido de insergéo das
folhas, o que foi o calo (tecido nado diferenciado) no
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verrmiculita + turfa na proporgédo de 4:2:1 (v/v)
esterilizada em autoclave. a

Marcacdo com ouro para visualizagdo ao microscopio
otico e eletronico de transmissdo (James et al., 1994):
pequenos pedagos de raizes e parte aérea (1 a 2 mm)
das plantulas mantidas “in vitro” foram fixados com
solugédo de glutaraldeido (fixador) a 5% dissolvido em
tampao fosfato 50 mM (pH 7,0) por 24 horas. O
material foi lavado no mesmo tampao, desidratado com
a série alcodlica de etanol:agua destilada (10, 30, 50,
60, 70, 80, 90 e 100% durante 10 min para cada etapa)
e embebido em resina LR White (London Resin
Company, UK). As amostras foram transferidas para
capsulas de gelatina, identificadas com um pequeno
papel e em seguida colocou-se a amostra orientada
embebida resina. Para a polimerizagdo as amostras
foram mantidas na geladeira por seis dias e finalmente
transferidas para estufa com temperatura de 55-60°C
por 24 hs. &

Microscopia o¢tica: Segdes semi-finas (1um) foram
recolhidas em gota de agua e colocada sobre laminas
de vidro cobertas com gelatina (1% em agua destilada
filtrada e estéril) e a seguir foram secas a 60°C.
Imunomarcagdo: as seg¢des foram incubadas em
tampao 1 (tampdo fosfato salino — PBS, pH 74
contendo 1% de albumina bovina (BSA) e 1% de
Tween 20) por 1 hora a 20-25°C. O tampao fosfato
salino foi feito da seguinte forma: NaCl - 8,0 g; KCI - 0,2
g; Na;HPO, .2H,0 - 1,4 g; KH,PO,4- 0,2g e completa-se
para 1litro com agua destilada. As amostras foram
lavadas com agua destilada esterilizada rapidamente e
incubou-se com o anticorpo primario entre 1 e 4 horas a
20-25°C. O anticorpo primario foi desenvolvido contra a
estirpe  padrdo da bactéria inoculada  (anti-
Gluconacetobacter diazotrophicus por exemplo; PAL5"
de acordo com a método descrito por Reis et al,
(2000). Novamente as segdes foram lavadas com agua
destilada esterilizada e a seguir foi feita a incubagéo
com solugéo tampao 1 (PBS) por 3 vezes (5 min cada
secdo) e lavou-se com agua destilada estéril.
Continuando, foi aplicado o anticorpo secundario
(diluido 1:50 em solugdo tampao 1) por 1-2 horas.
Finalmente apds a lavagem e secagem das amostras
foi usado o revelador de prata (Silver Enhancement kit
— Amersham) cujo tempo médio de revelagao variou de
9 a 10 min a 22-25°C. No tempo 6timo de contraste,
procedeu-se a lavagem e as laminas foram coradas
azul de toluidina (0,01%) e observadas ao microscopio
6tico Olympus BH 12.

Microscopia _ eletrénica de transmissdo: segdes
ultrafinas (50-90 nm) inclusas em LR White devem ser
recolhidas em grades de niquel ou ouro de 300 mesh
recobertas com FORMVAR. Hidratagéo e bloqueio: as
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grades contendo os cortes voltados para baixo foram
colocadas sobre uma superficie contendo uma gota
(40-50 pl) da solugdo de bloqueio (solugdo tampéo 1)
por um periodo de 1 hora a temperatura de 20-25°C.
Marcagédo primaria e secundaria: a amostra foi
transferida diretamente da solugdo tampZo 1 para a
solugdo contendo o anticorpo primario desenvolvido
contra a estirpe padrao da bactéria inoculada (neste
caso foi o anti-Gluconacetobacter diazotrophicus -
PAL5T), deixando reagir por 1-4 horas a temperatura
ambiente. O anticorpo foi diluido em solugdo tampéo 1
na proporgao de 1:400 (apéds testar a melhor dilui¢céo),
utilizando uma gota de 40-50 pl. A seguir as amostras
foram lavadas em agua destilada estéril e removido o
excesso de agua com um papel de filtro. A colocagao
do anticorpo secundario, acoplado a uma particula de
ouro de tamanho de 15 um (antibody-gold ou protein A-
gold — Amersham), foi diluido 1:50 em solugdo tampao
1 por 1-2 horas a temperatura ambiente. Apds este
periodo lavou-se a amostra uma vez com solugao e
duas vezes em agua destilada estéril. Retirou-se o
excesso de agua e para visualizagdo as amostras
foram coradas com acetato de uranila (5%) por 10 min
e citrato de chumbo (0,2%) por 2 min. Os controles
devem constar de: a) soro pré-imune (tirado antes da
imunizagao do animal); b) sem o anticorpo primario que
permite visualizar reagbes inespecificas com o
anticorpo secundario; c) amostra sem o organismo
alvo: controle negativo, testemunha nao inoculada.

Preparacdo das amostras para visualizagdo ao
microscopio eletrénico de varredura: As plantas foram
cortadas em pequenos pedagos de 2 a 3 mm e fixadas
em solugdo de glutaraldeido a 5% dissolvido em
tampédo 1. Desidratagdo: apdés a fixagdo o material
vegetal foi lavado (mesmo tamp&o), desidratado em
série alcodlica de 30 a 100% de etanol seguido de uma
gradual substituicdo do alcool por acetona. As amostras
foram transferidas para o aparelho Biorad E 3000 onde
se efetuou a desidratagdo completa utilizando CO,
liquido. Metalizagdo: a seguir as amostras foram
transferidas para o equipamento que permite a
cobertura das amostras com particulas de ouro (Sputter
Coater modelo E5 200), onde o tempo de cobertura
depende a visualizagdo perfeita das amostras que
neste caso foi de 40s. Visualizagdo: finalmente as
amostras foram transferidas para o microscopio
eletronico de varredura modelo Cambridge Stereoscan
200 MEV para visualizagao do padrédo de colonizagao.

Resultados

Para constatagdo da eficiéncia da metodologia foi
necessario visualizar o estabelecimento da bactéria




inoculada. Neste caso foi testada g'inoculagéo com a
bactéria G. diazotrophicus.

Apds 7 dias de inoculagdo, G. diazotrophicus estava
presente sobre o tecido vegetal, desde as raizes até as
folhas (Figura 1) e inclusive dentro dos vasos do xilema
(Figura 2). A ponta da raiz também foi um sitio de
entrada da bactéria no tecido vegetal visto que, nesta
regido as paredes da endoderme e a Estria de Caspari
nao estavam enrijecidas e os vasos ainda nao estavam
diferenciados (Figura 3a). A bactéria colonizou
preferencialmente as cavidades e acumulou na regiao
de emergéncia da raiz secundaria (Figura 3 a, 3b).
Cortes semi-finos localizaram a bactéria nos espagos
intercelulares (Figura 3 d). As células bacterianas foram
confirmadas como sendo da espécie inoculada, G.
diazotrophicus, utilizando o soro policlonal especifico
para a espécie, acoplado a particulas de ouro e
enriquecidas com prata para permitir a visualizag&o ao
microscopio 6tico (Figura 3 b). Nao {:: observada
nenhuma reagdo patogénica obvia contra a bactéria
presente no xilema (Figura 3 e).

Foi constatado neste sistema de inoculagdo que a
bactéria colonizou a superficie do tecido vegetal
através da entrada por aberturas naturais presentes na
ponta das raizes ou na jungéo das raizes secundarias,
ou mesmo de aberturas provocadas pelo processo de
individualizagdo das mudas. Uma vez dentro do
vegetal, colonizou a parte aérea através dos vasos do
xilema.

Este metodologia permitiu o estabelecimento definitivo
da bactéria sobre e dentro das plantas sem causar
nenhum sintoma de doenca. Ao final deste periodo “in
vitro” as plantas foram transferidas para o substrato e
aclimatizadas em casa de vegetagdo. Logo apoés o
plantio as folhas foram cortadas pela metade para
impedir parte da evapo-transpiragéo. As plantas
permaneceram por um periodo minimo de 30 dias para
permitir que uma nova brotag&o foliar.

Recomenda-se que este periodo de aclimatagdo deva
ser o suficiente para que a muda de cana-de-agUcar
seja capaz de suportar as condigbes de plantio no
campo. Dependendo da umidade, radiagdo solar,
temperatura e nutrigio através da aplicagao de solugéo
nutritiva com baixos teores de nitrogénio (10 a 20 mg g
de substrato por cada més), este periodo pode ser
entender por 2 a 3 meses.

Anexo - Meios de cultivo:

1. Murashige & Skoog (1962) concentragbes em mg L%
macronutrientes - NHiNOs;, 1650; KNOs, 1900;
CaCl,.7H,0, 440; MgS0,.7H;0, 370; KH,PO,4, 170.
Micronutrientes — Na,EDTA 37,5; FeS0,.7H:0, 27.8;
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HsBOs, 6,2; MnSO,.4H,0, 22,3; ZnS0,4.4H;0, 8,6; Kil,
0,83; Na,M00,.2H,0, 0,025; CoCl,.6H.0, 0,025.
Sacarose — 20 e pH final 5,8. Autoclavar por 20 min a
121 psi.

2. Meio Dygs (Rodrigues Neto et al, 1986) -
composigao (g L™"): glucose, 2; peptona, |.5; extrato de
levedura, 2; KH,PO4 0.5; MgS0,.7H,O, 0.5; acido
glutamico, 1.5; dgua destilada para completar 1000 mL
e o pH final ajustado para 6.8.

Figura 1: Micrografia de varredura mostrando as células de G.
diazotrophicus colonizando a superficie das folhas de cana-de-agucar
variedade SP70-1143 aos 7 dias apos a inoculagao.

Figura 2: Micrografia de varredura mostrando células de G.
diazotrophicus colonizando o interior dos vasos do xilema de
plantulas de cana-de-agucar variedade SP70-1143 aos 7 dias apos a
inoculagéo
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Figura 3: Micrografia ética e de varredura de plantulas de cana-de-agtcar (variedade SP70-1 143) inoculadas com G. diazotrophicus. a) Ponta da raiz
colonizada pela bactéria; b) Regiéo da emergéncia da raiz secundaria. Note que a maior concentragéo de células encontra-se na regido da jungéo
das raizes; ¢) Superficie das raizes colonizadas pela bactéria; d) detalhe da jungdo da raiz primaria com a secundaria; e) microscopia eletronica de
transmiss&o mostrando a colonizagdo do espago intercelular
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