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Apresentacao

As atitudes de usar com responsabilidade os recursos naturais (solo,
agua, ar, flora, fauna, energia), de preservar e conservar a natureza sao
cada vez mais necessdrias para a sociedade moderna acarretando em
uma busca constante por sistemas de producdo agropecudrios apoiados
em principios ecoldgicos e naturais.

Dentro desse cendrio, a Embrapa Agrobiologia construiu o seu

atual plano diretor de pesquisa, desenvolvimento e inovacdo com

a seguinte missdo “gerar conhecimentos e viabilizar tecnologias e
inovacao apoiados nos processos agrobiolégicos, em beneficio de uma
agricultura sustentdvel para a sociedade brasileira”.

A série documentos se constitui em uma linha de publicac6es que visa
disponibilizar informacGes relevantes das mais diversas etapas dos
processos de pesquisa cientifica e tecnoldgica. Podem disponibilizar
revisGes de literatura sobre temas relevantes, relatérios técnicos, um
determinado procedimento metodoldgico, levantamentos de campo,
entre outros tipos de conteudo.

A presente publicacéo intitulada “Caracterizacdo Fisioldgica de
Bactérias Endofiticas Isoladas de Cana-de-acucar plantada no Nordeste”



tem indicacao para todos aqueles interessados em conhecer mais sobre
o0 assunto, portanto, boa leitura.

Eduardo Francia Carneiro Campello
Chefe Geral da Embrapa Agrobiologia
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Caracterizacao fisioldgica
de bactérias endofiticas
isoladas de cana-de-acucar
plantada no Nordeste

Cecilia de Souza Anténio
Veronica Massena Reis

Introducéo

Na ultima década houve um aumento no nimero de publicacées que
descreve a acdo de promocédo de crescimento de bactérias em plantas
como o arroz, trigo, sorgo, milho e cana-de-acucar (BERG 2009). Em
particular, vdrias publicac6es descrevem a associacdo de cana-de-
acucar com diferentes géneros e espécies de bactérias diazotréficas
tais como: Gluconacetobacter diazotrophicus spp., Azospirillum spp.,
Pantoea spp., Burkholdeira spp. Herbaspirillum spp. Rhizobium etli
spp. e Bradyrhizobium spp. (JAMES; OLIVARES, 1998). Por vdrios
anos os microrganismos foram descritos e identificados apenas por
metodologias dependentes de cultivo (SCHLEIFER, 2004). Avaliacbes
indicaram que mais de 99% dos microrganismos presentes em muitos
ambientes naturais ndo sdo cultivaveis (LEVEAU, 2007). Mesmo
assim, o volume de informacées obtidas a partir deste 1% identificado
permitiu avancos inestimaveis.

A maioria das descricdes € baseada em caracteristicas morfoldgicas,
como forma e coloracdo das col6nias, tamanho e motilidade celular,
patogenicidade, assimilacdo de diferentes fontes de carbono, dentre
outros, resultando na formacdo de grupos taxondémicos relativamente
heterogéneos e muitas vezes err6neos (WOESE, 1987). Ha algumas
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décadas, avancos e inovacées nas técnicas moleculares, baseadas em
sequenciamento de DNA e andlise de sequéncias dos genes ribossomais
e outros genes de varios procariotos, tém gerado informacdées
relevantes nas relac6es taxonémicos, ecoldgicas e evoluciondrias das
espécies de bactérias encontradas (FORNEY et al., 2004). A taxonomia
polifasica criada por Colwell em 1970, refere-se a integracdo de
informacdes genotipicas complementadas com informacdes fenotipicas
e quimiotaxonémicas de um microrganismo a fim de executar um
agrupamento do mesmo (PRAKASH et al., 2007) o que permite
classifica-lo e geralmente identificd-lo (COENYE et al., 2005).

Outro fator de descricdo de novas bactérias diazotréficas refere-se a
capacidade destes organismos de acdao na promocao de crescimento,
pois em sua maioria produzem auxinas (dcido indol-acético
principalmente) sideréforos e podem solubilizar fosfatos (SEVILHA et
al., 2001; SHOKRI; EMTIAZI, 2010).

Bactérias endofiticas sdo microrganismos que habitam o interior de
tecidos vivos de plantas durante alguma fase ou ao longo de todo seu
ciclo de vida, sem com isso causar dano aparente ao hospedeiro e
sem produzir estruturas externas visiveis (PETRINI, 1991; AZEVEDO
et al., 2000). As bactérias diazotréficas endofiticas podem promover
o desenvolvimento das plantas por meio de producéao de fitorménios
como auxinas ou produzir substancias que sdo capazes de promover
a protecdo da planta contra patégenos. Além disto, podem reduzir a
aplicacdo de adubos nitrogenados quando atuam como fixadoras de
nitrogénio, contribuindo para a conservacao dos recursos ambientais.

O presente trabalho teve o objetivo de estudar as caracteristicas
fenotipicas dos isolados diazotréficos endofiticos, obtidos a partir de
algumas variedades de cana-de-acucar cultivadas em dois estados do
Nordeste.
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Obtencao dos isolados

Os isolados foram obtidos de amostras de colmos de 12 variedades de
cana-de-acucar sendo oito cultivadas no Estado de Alagoas (SP 81325,
SP 813250, SP 791011, RB 92579, RB 931530, RB 867515, RB
72454, e VAT 90212), e nove cultivadas em Pernambuco (SP 813250,
SP 832847, RB 92579, RB 867515, RB 72454, RB 863129, RB
931011, RB 869515 e VAT 90212).

Os colmos foram divididos em toletes contendo apenas uma unica
gema. Apds tratamento térmico a 52°C por 30 minutos, os toletes
foram mantidos a temperatura ambiente durante 24 horas. Os toletes
foram entdo pré-germinados em casa de vegetacao segundo Reis et

al. (2010). Trés semanas apds o plantio, as plantas que germinaram
foram submetidas ao processo de isolamento de amostras de raizes e
da parte aérea recém-germinada. A contagem e o isolamento ocorreram
conforme descrito por Débereiner et al., (1995). Foram utilizados os
meios de culturas semi-sélido JNFb, LGl (DOBEREINER et al., 1995),
LGI-P caldo (REIS et al.,1994) e JMV (BALDANI, 1996). A contagem
foi realizada baseada na presenca ou auséncia da pelicula formada no
meio semi-sdlido, para quantificar o Nimero Mais Provavel de bactérias
presentes através da Tabela de McCrady. Dos vidros com presenca de
pelicula caracteristica foram feitas repicagens para os mesmos meios
na constituicdo sdlida e as col6nias apds a confirmacdo do crescimento
em semi-sdlido foram riscadas em placas de Petri contendo meio de
cultura DYGS (RODRIGUES NETO et al., 1982) para purificagao final.
Quando purificados, os isolados foram estocados em glicerol 50%
estéril (Glicerol diluildo em dgua MilliQ) a -20°C.

Cinco estirpes pertencentes a colecdo de cultura da Embrapa
Agrobiologia foram utilizadas em todas as andlises como padrdes:
Burkholderia tropica (PPe8 - RB 11366); Gluconacetobacter
diazotrophicus (PAL 5 - BR 11281), Herbaspirillum seropedicae (HRC
54 - BR 11335), Herbaspirillum rubrisubalbicans (HCC 103 - BR 11504)
e Azospirillum amazonense (CBAMC - BR 11145).

11
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Caracterizacao morfolégica e
fisiolégica

Todas os isolados foram submetidos a caracterizacdo morfoldgica

de col6nias crescidas em placas contendo meio batata apés 5 e 7

dias de incubacdo (DOBEREINER et al., 1995) utilizando a matriz de
caracterizacdo de col6nias descrita por Yano et al. (1993). As seguintes
caracteristicas morfoldgicas das col6nias foram avaliadas: tamanho;
caracteristicas 6pticas; cor; forma da col6nia; tipo de elevacdo; tipo de
borda; superficie e consisténcia.

Através da comparacao de semelhancas entre os isolados, utilizando
o coeficiente de SM (ROHLF, 1994), foi possivel agrupé-los utilizando
o método das distdncias médias UPGMA (Unweighted Pair Group
Method) (SNEATH; SOKAL, 1962). Os isolados foram representados
graficamente utilizando um dendrograma construido pelo programa
NTSYS (Numerical Taxonomy System Using Multivariate Statistical
Program), versao 2.1 para analise polifdsica.

Dos grupos formados anteriormente, foram selecionados aleatoriamente
os representantes para as analises subsequentes, totalizando 40
isolados. Avaliou-se o crescimento dos isolados em diferentes meios
de cultivo semi-sélido. Foram usados os seguintes meios: JNFB com
dcido malico (0,5%) como fonte de carbono (DOBEREINER et al.,
1995), LGI-P, com a fonte de carbono a sacarose a 10% (DOBEREINER
et al., 1995 ); JMV, usando manitol 0,5% com fonte de carbono
(BALDANI et al., 2000) e LGI cuja fonte de carbono € a sacarose a
0,5% (MAGALHAES et al., 1983 ), sendo utilizado trés repeticées para
cada isolado. O inéculo foi obtido do cultivo das bactérias em meio
liquido DYGS (RODRIGUES NETO et al., 1982) a 30°C por 24 horas
sob agitacdo de 150 rpm. Em seguida, 30 pl da suspenséo bacteriana
foram inoculadas em frascos contendo 5 ml de meio de cultivo e

estes incubados a 30°C. As avaliacées foram feitas no segundo,
quarto e sétimo dia apds a inoculacdo, sendo considerados como
crescimento positivo, aqueles frascos onde houve formacao de pelicula
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caracteristica de diazotréficos. Os resultados foram representados
através de um dendrograma construido como descrito acima.

A morfologia celular foi avaliada através de microscopia dtica de
contraste de fase utilizando as objetivas de 40X e 100X, segundo
Videira (2008). Para o teste de Gram foi utilizado o protocolo sugerido
por YANO et al., (1993), sendo que as bactérias foram crescidas em
meio sdélido DYGS e submetidas a reacdo de Gram.

A producéo de acido indolacético (AlA) foi medida utilizando o método
de Salkowsky, que é um método colorimétrico e engloba a andlise

de AIA e outros compostos inddlicos (SARWAR; KREMER, 1995 -
modificado por REIS JUNIOR, 2002). Os isolados foram submetidos a
uma pré-inoculacdo em meio hiquido DYGS com alteracdo de 0,59/l de
KOH por 0,35g/l de NaOH. Apds 30 min de reacdo em auséncia de luz
e sob temperatura ambiente observou-se a intensidade da coloracéao
résea. As leituras de absorbdncia foram realizadas em espectrofotémetro
Labsystem Multiskan Plus (Labsystem Oy, Helsinki, Finldndia) com

filtro de interferéncia de 540 nm e os dados foram processados pelo
programa Labsystem Transmit Multiskan Plus For Windows. Para a
estimativa da producdo de AIA foi determinada a curva padrao nas
concentragées de: 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50 mg.mL",
utilizando uma solucdo padrdo do produto comercial AIA (1,75 mg.mL")
de acordo com a equacdoy = 0,0112x + 0,096 (R2 0,99).

Colecdo de bactérias diazotréficas
de variedades de cana-de-acucar

A contagem dos isolados variou de ndo detectado a 1,40 x 107 células
por grama de massa fresca nas variedades testadas e foi maior nos
meios de cultura JNFb e JMV, em todas as partes da planta. Foram
obtidos 260 isolados e este nimero foi maior nas amostras de raiz 200
(77%) em relacao a parte aérea - 60 (23%). Em outras pesquisas dados
semelhantes foram obtidos por Perin (2003, 2007) e Reis Junior e
colaboradores (2000).
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Devido a perda de viabilidade de algumas bactérias em estoque, apenas
201 puderam ser reativados do total de 260 isolados armazenados. O
congelamento assim como o descongelamento pode provocar danos a
células bacterianas gerando perda de viabilidade, contudo a estabilidade
genética dos microrganismos € maior utilizando o congelamento com
crioprotetores que a de outros métodos como a liofilizacdo (ROJAS, 2007).

Dentre as caracterizacdes fenotipicas na observacdo da morfologia das
colénias em meio Batata foi possivel identificar a formacao de sete
grupos do total de 201 isolados avaliados. O agrupamento revelou que
muitos isolados foram semelhantes entre si, formando sete grupos (Fig.
1), sendo o grupo 3, com 91 isolados, o maior, seguidos pelo grupo 4
com 82 isolados com diferentes dados ecolégicos. Os isolados do grupo
3 apresentaram coldnias circulares, pequenas e médias, lenticular, com
borda inteira, superficie lisa e brilhante de coloracdo creme. Os isolados
do grupo 4 diferiram dos isolados do grupo 3 apenas por apresentar
superficie da colénia rugosa. Dos grupos formados, apenas o grupo

3 foi similar a estirpe padrdo de espécie diazotréfica descrita como
PAL5 (BR11281-Gluconacetobacter diazotrophicus). Também foram
observados isolados que ndo se agruparam com outros isolados (grupo
2 ou isolado 5-lll e grupo 6 ou isolado 171).

Segundo a andlise de similaridade, as bactérias do grupo 3
provavelmente pertencem ao género Gluconacetobacter. Reis et al.
(1999) observou que o isolamento deste género é favorecido quando
se utiliza toletes pre-germinados. Estes dados sdo semelhantes aos de
Barbosa et al. (2006) que obteve 51 isolados de Gluconacetobacter
spp. utilizando a mesma metodologia de isolamento. Os grupos obtidos
através da caracterizacdo morfolégica das colénias em meio Batata
confirmam que o uso desta metodologia permite uma diferenciacao
entre os isolados (Fig. 1).

A partir do agrupamento foram selecionados aleatoriamente 40 isolados
para as demais analises, contendo representantes de cada grupo
(Fig. 2).
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Fig. 1. Tipos de colbnias observadas no meio Batata. Pertencentes a: A: grupo 1, B:

grupo 2, C: grupo 3, D: grupo 4, E: grupo 5, F: grupo 6 e G: grupo 7.
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Fig. 2. Dendrograma de similaridade morfocultural meio sélido Batata de 40 isolados,

provenientes de diferentes variedades de cana-de-aglcar e das estirpes padrées: PPe8 (RB
11366-Burkholderia tropica) grupo 2, PAL 5 (BR 11281-Gluconacetobacter diazotrophicus), HRC
54 (BR 11335-Herbaspirillum seropedicae), HCC 103 (BR 11504-Herbaspirillum rubrisubalbicans)

e CBAMC (BR 11145-Azospirillum amazonense). A classificagdo foi gerada no programa

NTSYS, algoritmo UPGMA e indice SM a partir da caracterizacdo de col6nias em meio Batata.
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Segundo Débereiner et al. (1995) o uso de meios de cultivo semi-sélido
semi-seletivos favorece o isolamento e auxilia na identificacdo preliminar
de algumas bactérias diazotréficas. Baseado na capacidade de formar
peliculas em diferentes meios semi-sélidos com diferentes fontes de C,
foi realizada uma andlise dos 40 isolados selecionados anteriormente.
Foi criado um dendrograma obtido pela construcdo de uma matriz
bindria onde os dados avaliados foram presenca e auséncia de pelicula
caracteristica de bactéria diazotréfica assim como tipo de pH observado
apos o crescimento das bactérias em meio semi-sélido. No dendrograma
(Fig. 3) observou-se a formacado de um grande grupo de isolados

e alguns grupos menores. Dos 40 isolados testados em diferentes
meios semi-sdélidos, apenas os isolados do grupo 8 apresentaram
pelicula na presenca do meio contendo acido malico (JNFB), o que
indica que o meio JNFB pode ser utilizado como um meio especifico
para o isolamento destas bactérias. Todos os isolados do grupo 1
desenvolveram pelicula nos meios testados assim como as estirpes
padrées PPe8 (RB 11366) Burkholderia tropica, HRC 54 (BR 11335)
Herbaspirillum seropedicae e HCC 103 (BR 11504) Herbaspirillum
rubrisubalbicans. Isto indica a grande capacidade de adaptacéo a
diferentes fontes de carbono e pH p6r parte destas bactérias.

Os quatro isolados pertencentes ao grupo 7 perderam a capacidade

de formarem pelicula nos meios testados e por isso ndo foram
incluidos nas andlises de caracterizacdo (Fig. 3). O meio semi-sélido
para ser considerado seletivo deve ter caracteristicas que restrinjam

o crescimento de diferentes tipos de bactérias. Este fator de restricdo
pode proporcionar um ambiente diferente ao encontrado no interior da
planta de cana-de-acucar, refletindo no crescimento da bactéria e gerar
a perda da capacidade de formar pelicula por algumas. Perin (2007)
observou que alguns dos isolados apresentavam melhor crescimento e
capacidade de formar pelicula caracteristica de diazotréfica quando era
acrescido de 20 mg de extrato de levedura no meio JMV semi-sélido.
Reis et al. (1994) observaram que a adicao de caldo de cana ao meio
de cultura LGI-P permitia um isolamento mais efetivo da espécie G.
diazotrophicus.
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Os isolados do grupo 2 formaram o maior grupo, totalizando 22 isolados
(55% dos isolados testados) e estes ndo cresceram na presenca de
acido mdlico como fonte de carbono, apresentando comportamento
semelhante a estirpe tipo PAL 5 (BR 11281) de Gluconacetobacter
diazotrophicus. Este resultado é semelhante ao relato de Santos (2008)
que afirmou que a bactéria cresce bem em presenca de sacarose,
glicose, frutose, gluconato, manitol, sorbitol e glicerol, mas ndo utiliza
alguns dcidos carboxilicos, como sucinato, fumarato e malato. As fontes
de carbono usadas pelos diferentes grupos formados no dendrograma
apresentado na Fig. 3 estdo listadas na Tab. 1.
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Fig. 3. Dendrograma de similaridade fisiolégica em meios semi-sélidos (JMV, JNFB,
LGl e LGI-P) de 40 isolados, provenientes de diferentes variedades de cana-de-
acucar e das estirpes padrbées: PPe8 (RB 11366-Burkholderia tropica), PAL 5 (BR
11281-Gluconacetobacter diazotrophicus), HRC 54 (BR 11335-Herbaspirillum seropedicae),
HCC 103 (BR 11504-Herbaspirillum rubrisubalbicans) e CBAMC (BR 11145-Azospirillum
amazonense). A classificacdo foi gerada no programa NTSYS, algoritmo UPGMA e inhdice

SM a partir da presenca ou auséncia de pelicula nos diferentes meios semi-sélidos.
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Tabela 1. Fontes de carbono usadas pelos grupos formados de bactérias

em dendrograma construido a partir de uma matriz bindria e analisado pelo
programa NTSYS, ihdice SM a partir da presenca ou auséncia de pelicula nos
diferentes meios semi-sdlidos sem adicdo de nitrogénio.

1 + + + +
2 + + + -
3 + - + -
4 - + + -
5 + - + +
6 - + +
7 - - - -
8 - - - +

Como o método colorimétrico mede varios tipos de compostos
inddlicos, podemos dizer que a andlise esta se referindo aos vdrios
tipos de auxinas produzidas. Os 36 isolados testados apresentaram
resultados que variaram de ndo detectado a 49,19 pug/mL. Do total

de bactérias avaliadas, cerca 69% produziram auxinas. Resultados
semelhantes foram obtidos por Marchioro (2005) que avaliou a
producdo de AIA e derivados em isolados obtidos de gramiheas,
abacaxi, banana e palmeira. A porcentagem de isolados produtores de
auxinas foi maior nos isolados obtidos de raiz (64%) em relacado a parte
aérea. Esta relacdo nao foi observada por Barbosa et al. (2009) quando
avaliaram a producao de auxina de isolados de cana-de-acucar. Dados
da literatura descrevem que auxinas podem atuar como um horménio
capaz de facilitar a associacdo simbidtica (SILVEIRA et al., 2007).

Os isolados mais eficientes na sihtese de auxina total foram o 171

e 0 170. O isolado 171 apresentou a maior capacidade de producéo
de auxinas (49,19 pug/mL), 29 vezes superior ao padrdo utilizado PAL
5 (Gluconacetobacter diazotrophicus). O isolado 209 apresentou a
menor capacidade de sintese de AIA (0,179 pug/mL). As bactérias
que apresentaram producdo positiva de compostos enddlicos estéo
representadas na Fig. 4.
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Fig. 4. Producdo de horménio auxina (compostos enddlicos) por isolados bacterianos

diazotréficas associados a cana-de-acucar.

A identificacdo do isolado, sua origem e a avaliacdo de morfologia celular
estd apresentada na Tab. 2. Houve diferengas tanto na forma quanto no
grau de agregacao das cé€lulas. O local com maior nimero de isolados fora
a coleta feita na Usina Coruripe, em Alagoas; seguido da Usina Triunfo. O
meio de cultivo que permitiu o maior nimero de isolados foi o JNFb.

Dos 36 isolados avaliados, 27,5% foram semelhantes a estirpe tipo BR
11366 (Burkholderia tropica); 45% a BR 11281 (Gluconacetobacter
diazotrophicus) e 5% as demais estirpes padrées BR 11335
(Herbaspirillum seropedicae), BR 11504 (Herbaspirillum rubrisubalbicans)
e BR 11145 (Azospirillum amazonense) e 22,5% dos isolados avaliados
ndo apresentaram semelhanca com qualquer estirpe padrées testada.

A técnica de coloracao revelou classificagdo Gram negativa em todos
os isolados, assim como nos padrées de bactérias diazotréficas.
Revelando a presenca de uma parede celular externa lipidica que foi
removida durante o processo de coloracdo. (Fig. 5).

Fig. 5. Isolados bacterianos a) 220; b) 259; ¢) 219 d) estirpe padrdo de espécie descrita como

diazotréfica BR 11281 (Gluconacetobacter diazotrophicus) submetidos a coloracdo de Gram.
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