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RESUMO - A cana-de-agucar € considerada uma cultura de grande importancia no cenario
econdmico mundial, principalmente para o Brasil que é o maior produtor, por isso, ocorre grandes
estudos em relacdo ao melhoramento da cultura, principalmente em relagdo a microbiota da planta.
Ja foram identificadas bactérias diazotréficas endofiticas em associacdo com cana-de-agucar e
determinado a sua influencia no aumento da fixagdo biologica de nutrientes (FBN), mas sem a
especificidade das espécies, sendo assim, ocorrendo a necessidade de estudos mais detalhados
guanto a aspectos fisiolégicos/bioquimicos da interacdo planta e bactéria e a influencia sobre
patdgenos. Foram utilizados seis isolados que ja apresentam um efeito positivo quanto a promocao
de crescimento em mudas micropropagadas e avaliados quanto a morfologia e a producédo de

substancias promotora de crescimento e antagbdnicas.
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ABSTRACT- Sugarcane is considered an important crop in the global economy, especially for
Brazil which is the largest producer of the world, therefore occurs huge studies in relation to crop
improvement, especially in relation to plant microbiota. Have been identified diazotrophic bacteria in
association with cane sugar and determined its influence in increasing nutrient fixation (BNF), but
without the specificity of the species, so place the need for more detailed studies respects
physiological / biochemical plant interaction and influence on bacteria and pathogens. We used six
isolates that already have a positive effect as the promotion of growth in plantlets and evaluated the
morphology and the production of growth promoting substances and antagonistic.

Key-words: growth-promoting substances, substances antagonists, inhibiting pathogen growth.

1 INTRODUCAO

A cana-de-acucar (Saccharum sp.) tem uma grande importancia econdmica no cenario
nacional e internacional (LUVIZOTTO, 2008). O Brasil € o maior produtor mundial, com uma safra
estimada para 0 ano de 2013/14 na regido Centro-Sul 589,60 milhdes de toneladas um aumento de
10,67% comparado ao ano anterior (UNICA, 2013).

O Brasil tem investido em novas variedades da cana-de-acucar por melhoramento genético,
assim como o0 estudo da diversidade microbiana associada a planta, visando melhorar as
caracteristicas da cana-de-acgucar (LUVIZOTTO, 2008).

Estudos mostram que as comunidades bacterianas endofiticas podem participar da fixacdo
biolégica de nitrogénio atmosférico como as dos géneros Azospirillum, Burkholderia,
Gluconacetobacter e Herbaspirilum (LUVIZOTTO, 2008), e podem ser capazes de solubilizar
nutrientes (RODRIGUEZ; FRAGA, 1999).

De certo modo as bactérias podem influenciar o crescimento da planta, como a fixacao
biolégica de nitrogénio, a producéo de hormonios e substancias antifiungicas. (OLIVARES, 2009).

Hormonios ja puderam ser identificados como a auxina, citocininas, giberilinas e etileno em
condi¢cdes de cultivo. As auxinas estdo ligadas a fatores de patogenicidade e crescimento, sendo o
mais importante o 4cido 3-indolacético (AlA) (OLIVEIRA et al., 2003).

O numero de espécies descritas de bactérias diazotréficas tem aumentado devido a
importancia destas para a agricultura, entretanto a exploracdo da FBN depende do conhecimento
das relacdes entre bactéria e planta (MARCHIORO, 2005).
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2 MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 6 isolados (IAC/BECa 090, IAC/BECa 095, IAC/BECa 099; 2. IAC/BECa
133, IAC/BECa 137, IAC/BECa 144) selecionados por FREITAS (2011), que promoveram o
crescimento de mudas micropropagadas de cana-de-aclcar em casa de vegetacdo e

apresentaram o gene NifH, mostrando assim potencial para fixacao bioldgica de nitrogénio.

2.1 Morfologia da coldnia - Os isolados foram cultivados em placas contendo meio BDA pelo
método de esgotamento, e incubadas por 2 a 4 dias, foram avaliados a coloracdo, consisténcia,

diametro da colbnia, produgéo de goma, elevacao, forma, bordo e superficie.

2.2 Morfologia Celular e Coloracdo de Gram - Foi realizada de acordo com o protocolo de

YANO et al. (1991), a morfologia celular foi analisada no microscépio 6ptico (VIDEIRA et al., 2007).

2.3 Presenca de capsulas - Foi realizada a visualizacao de capsula pela coloracdo negativa com
tinta-da-china por via humida (VIDEIRA et al., 2007).

2.4 Teste de Oxidase - Suspensao bacteriana foi colocada em tiras de papel filtro e depositada
uma gota de solucdo TEMED (1%). Bactérias que oxidaram o reagente ficaram com uma coloracao

roxa indicando reacao positiva. (VIDEIRA et al., 2007).

2.5 Teste da Catalase — As bactérias foram crescidas em meio de cultura depois foi adicionada
uma gota de peréxido de hidrogénio a 3% (v/v) na placa. O aparecimento de bolhas indica
resultado positivo (MARINGONI, 2010).

2.6 Teste Hidrélise de Tween-80 - Os isolados foram inoculados em meio de cultura, depois de
esterilizado adicionou Tween-80 em uma concentracao final de 1% (v/v) e incubado. A presenca de

halo transparente ao redor da colénia indicou resultado positivo (MARINGONI, 2010).

2.7 Teste de Gelatinase - Os isolados foram crescidos em meio de cultura descrito por
MARINGONI (2010), incubados por 7 dias e transferidos para geladeira. O resultado positivo foi

indicado pela liquefagdo do meio de cultura apos a refrigeracgéo.

2.8 Producéo de inddlicas - Os isolados foram colocado em meio TSA 10% com membrana de
nitrocelulose e incubados 2 dias. A membrana foi transferida para placa com soluc¢édo de Salkowski,

apo6s 30 minutos foi observado um halo avermelho nha membrana indicando o resultado positivo.
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2.9 Capacidade de Solubilizacdo de Fosfato - Foi preparado meio de cultura acrescido de
solucédo de K,HPO, e CaCl, para a formacao de calcio precipitado e vertido em placas. Os isolados
foram inoculados e incubados por 3 dias na BOD. Colbnias que formaram halo claro foram
positivas (KATLNELSON & BOSE., 1959).

2.10 Producédo de Sideréforos - Método adaptado de SCHWYN & NEILANDS (1987) e
CATTELAN (1999).

2.11 Producédo de citocininas e giberelinas - Método adaptado do bioensaio do cotilédone de
rabanete para determinacao de citocininas descrito por LETHAM (1971).

2.12 Producdo de Quitinase - Este método foi adaptado de RENWICK et al. (1991). Foi
adicionada quitina como Unica fonte de C no meio de cultura MLN, e vertido em placas. Os isolados
foram inoculados e incubados por 10 dias na BOD, as colbnias que formaram um halo claro foram

capazes de degradar quitina.

2.13 Producédo de B-1,3-glucanase - Método adaptado de RENWICK et al. (1991). Utilizou-se
b,1,3-glucano como unica fonte de C no meio MLN. Os isolados foram inoculados e incubados por
3 dias, a solucdo de vermelho Congo foi adicionada e apds 90 minutos em temperatura ambiente

surgiu um halo alaranjado ao redor das colbnias indicando a producéo de B-1,3-glucanase.

2.14 Producdao de &cido cianidrico - Os isolados foram inoculados em meio B-King e incubados
por 24 horas. Na tampa da placa havia um papel filtro com solu¢éo de acido picrico 0,5% e solucao

de Na,CO;3; 2%. A mudanca de cor do papel amarelo para laranja indicou a producdo de HCN.

2.15 Antagonismo a fitopatdbgenos - Os isolados foram submetidos a testes de atividade
antifngica a dois fungos fitopatogénicos Sclerotynia ssp e Fusarium verticillioides. Foi realizada a
técnica de pareamento, e entdo submetidos a analise quanto a producdo de substancias volateis,
pela técnica de placas sobrepostas (DICK & HUTCHINSON, 1966), e ndo volateis, pelo método do
papel celofane (GIBBS et al., 1967) modificada para a utilizacdo da cultura do antagonista crescida

em meio liquido.

2.16 Teste de eficiéncia em casa de vegetacdo empregando mudas micropropagadas -
Foram utilizadas mudas micropropagadas obtidas do meristema apical (SREENIVASAN e
SREENIVASAN, 1984) da variedade IACSP 95-5000 e os isolados bacterianos. As mudas foram

parcionadas e inoculadas (100 pL) e mantidas por 7 dias em sala de crescimento, depois foram
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transferidas para vasos com substrato. Depois de 2 meses foram novamente parcionadas, ficando
1 colmo por vaso e 5 plantas por tratamento onde receberam 5 ml do inoculo e foram mantidas
um més na casa de vegetacdo com sombrite 60% e o segundo més sem sombrite. ApGs esse
periodo foram transplantadas para vasos de 5 L de solo adubado com uma nova aplicacdo do
inodculo (10ml). Apds 1 més foi avaliada quanto a massa da matéria seca da parte aérea da planta.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A morfologia das colbnias indicaram que o isolado IAC/BECa 144 possuiu cor amarelada ja
0s demais branca e todos com consisténcia gomosa. O isolado IAC/BECa 133 apresentou
elevacao convexa e os outros céncavos. Os isolados IAC/BECa 90, 137 e 144 teve forma redonda
e para os demais irregular. Borda lisa para os isolados IAC/BECa 95 e 137 e irregulares para os

outros. Superficie pulverulenta para todos, exceto para o 144. As células com formato cocos.

No teste coloracdo de Gram apenas os isolados IAC/BECa 95, 99 e 137 foram positivos.Na
catalase todos os isolados foram positivos, acelerando a quebra de peréxido de hidrogénio (téxicos
para as células) em agua e oxigénio (REINER, 2010). Na hidrolise de Tween-80 e gelatinase os
resultados foram positivos para IAC/BECa 90, 95 e 99. Na producédo de Inddlicas apenas o isolado
IAC/BECa 99 indicou resultado positivo (tabela 1), podendo estar relacionado com producéo de
fitohormonios como o &cido 3- indol acético (RADWAN et al., 2005). Nos testes de presenca de

capsula, oxidase e solubilizacdo de P os resultados foram negativos.

Tabela 1. Analises in vitro quanto a coloracdo de Gram, presenca de capsulas, teste da oxidase, teste da
catalase, hidrolise de Tween-80, teste da gelatinase, producdo de substancias Inddlicas e capacidade de
solubilizag&o de fosfato.

x Presenca Hidrélise Producao Capacidade de
ISOLADO Coloragao de Te;te de  Teste da de Testg da de Solubiliza¢éo
de Gram . Oxidase Catalase Gelatinase P
cépsula Tween-80 Indélicas de P
IAC/BECa 90 - - - + ++ +
IAC/BECa 95 + - - + + +
IAC/BECa 99 + - - + ++ + +
IAC/BECa 133 - - - +
IAC/BECa 137 + - - +
IAC/BECa 144 - - - +

No teste para produgéo de citocininas e giberilinas ndo houve resultados significativos. As
citocininas sdo responsaveis pelo aumento do peso dos cotilédones, ja as giberilinas pelo aumento
de comprimento dos hipocétilos (CATTELAN et al, 1999).
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N&do houve diferenca significativa quanto a promocdo de crescimento de plantas
micropropagadas de cana-de-agucar com o tratamento dos isolados (Tabela 2).

Os isolados produziram quitinase e [B-1,3-glucanase (tabela 2) que s&o capazes de
degradar os principais constituintes da parede celular de fungos fitopatogénicos (STANGARLIN, J.
R 2010). O acido cianidrico também ajuda na inibicao do patégeno (PELZER, 2010).

Todos os isolados foram capaz de inibir o crescimento da Sclerotynia ssp. Pelo teste de
pareamento (PR). Os isolados IAC/BECa 90 apresentou inibicdo de 92,94% do crescimento do
patdégeno pela producao de substancias nao volateis (SNV). Os isolados, IAC/BECa 99, 133 e 137
apresentaram inibicdo de 43,18%, 53,76% e 65,53%, respectivamente pela producdo de
substéancias volateis (SV). O isolado IAC/BECa 144 apresentou inibicdo de 42,94 % e 36,47% pela
producédo de substancias volateis e nao volateis (SNV e SV) respectivamente. O isolado IAC/BECa

95 nao apresentou inibicdo significativa nos teste de substancias volateis e néo volateis (Tabela 2).

No teste do pareamento (PR) os isolados IAC/BECa 90, 95, 137 e 144 foram capaz de inibir
a F. verticillioides. No teste de substancias ndo Volateis (SNV) apenas o isolado IAC/BECa 90
obteve resultado significativo sobre o controle. No teste de Substancias Volateis (SV) os isolados

gue mais inibiu o crescimento do patégeno foi o IAC/BECa 144 e 133.

Tabela 2. Massa de matéria seca da parte aérea (MMS) de plantas de cana-de-acUcar, atividade antagonista
a Sclerotynia ssp. pelos isolados pelos teste do pareamento (PR), Substancias ndo voléateis (SNV) e

substancias voléteis (SV) e producdo de substancias antagonistas como quitinase, 3-1,3-glucanase e &cido

cianidrico.
Antagonismo
) Producgéo de Producgéo de b-1,3 Producéo de
Tratamento  MMS-PA PR SNV sV Quitinase Glucanase HCN
cm % cm % cm %

Controle 4884 850 000" 850° 000" 8507 000" = ccceeeees e e
IAC/BECa90 6,052 6,50° 23,53 0,60° 92,94 6,58° 22,55 - +
IAC/BECa 95 6,668° 7,37° 13,29 7,20° 1529 6,17 27,45 + - +
IAC/BECa99 5,190° 7,37° 13,29 7,30° 14,12 4,83 43,18 +
IAC/BECa 133 5,108° 7,37° 13,29 7,43° 12,59 3,98% 53,76 +
IAC/BECa 137 5,784*° 713" 16,12 7,00 17,65 2,93* 65,53 +
IAC/BECa 144 6,266° 6,97° 18,00 5,40° 36,47 4,85 42,94 +

CV% 22,58 2,16 10,62 19,56 e ek e

* médias comparadas pelo teste de Tukey - letras iguais néo diferem a 5%

# porcentagem de inibigdo do crescimento do patégeno
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Para a producdo de sideroforos os isolados IAC/BECa 137 e 144 indicaram resultados
negativos. O sequestro de ferro do solo € uma vantagem competitiva entre 0s microorganismos

(FRAVEL, 1998). Inibindo o crescimento de fitopatdgenos.
4 CONCLUSAO

Através de metodologias quimicas foi possivel observar algumas caracteristicas dos
isolados, como producéo de enzimas hidroliticas que inibem os patégenos como Sclerotynia ssp e
Fusarium verticillioides e substancias que possam auxiliar na promoc¢éo de crescimento da cana-

de-acucar, como os fitohormonios.
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