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RESUMO

vegetacdo e um experimento em vaso com solo mantido ao ar livre, com o objetivo de selecionar estirpes e

ou combinacdo de estirpes diazotroficas endofiticas visando aintrodugao comercial dapraticadainoculagéo
dessas bactérias em plantas micropropagadas de cana-de-agUcar. Nos experimentos em casa-de-vegetacdo, foram
testadas 44 isolados de bactérias diazotroficas endofiticas, inoculadas em plantas micropropagadas de cana-de-
acUcar, variedade SP70-1143. As estirpes que promoveram o maior acimulo de massa seca total das plantas nos
dois primeiros experimentos foram reavaliadas no experimento em vaso com solo e comparadas com as misturas
das estirpes HRC53 x BR11329, PAL3 x HRC54 e PAL5 x HCC103. No experimento em vasos com solo, a
inoculagdo das estirpes PAL3, CBAMC e HRC80 promoveu um aumento significativo de quantos no acimulo de
massa seca de colmos de cana enquanto que o maior aciimulo de N-total nostecidosfoi observado com ainoculagéo
das estirpes CBAMC, 294, HRC54 e da mistura PAL5 x HCC103. As demais estirpes ndo promoveram nenhum
aumento ou os ef eitos foram negativos. Os resultados mostraram que aresposta dainoculagéo foi bastante variavel
e dependente de varios fatores incluindo o gendtipo vegetal e o ambiente. Novos estudos devem ser realizados
visando aprimorar a metodologia de avaliacdo de selecéo de estirpes, de modo a definir aquelas que possuem
maior potencial para serem usadas comercialmente nainoculacéo de plantas micropropagadas de cana-de-aglcar.

Foram realizados dois experimentos em vasos com substrato estéril a base de areia e vermiculita, em casade

Palavras—chave: Fixag@o bioldgica de nitrogénio, cultura de meristemas, bactérias diazotréficas, enddfitos,
promotores de crescimento

ABSTRACT

RESPONSE OF MICROPROPAGATED SUGARCANE PLANTSTO INOCULATION WITH
ENDOPHYTIC DIAZOTROPHIC BACTERIA

Greenhouse experiments (indoor and outdoor) were carried out to evaluate the potential of micropropagated
sugarcane plants to respond the inoculation of endophytic nitrogen-fixing bacteria. Forty-four endophytic
diazotrophic strains were inoculated separately in micropropagated plants of the variety SP 70-1143. The plants
were grown in sterile substrate sand and vermiculite (1:1) in greenhouse during 90 days. The strains selected from
the first two experiments were compared in a soil pot experiment with the mixtures HRC53 x BR11329, PAL 3 x
HRC54 and PALS5 x HCC103, during 180 days. A significant increase on stem dry matter was observed with the
inoculation of the strains PAL3, CBAmMC and HRC80 while the total-N accumulated in the plant tissues increased
significantly with the inoculation of strains CBAmMC, 294, HRC54 and a mixture of PAL5 x HCC103. The other
strains promoted none or negative responses. The results showed that the response to inoculation was variable and
dependent on different aspects including plant genotype and environment. It suggests that new studies should be
carried out to improve the methodology of strain selection envisaging to define those strains with the highest
potential to be included in the comercial inoculation program of micropropagated sugarcane plants.

Key words: meristem culture, plant growth promoting bacteria, nitrogen fixation.

INTRODUGAO sendo o Brasil o maior produtor mundial com umaérea

plantada de aproximadamente cinco milhdes de

A cana-de-aglicar é cultivada em quase todas as  hectares e uma produtividade média de 70 t.ha' de
regides agricolas brasileiras (Baldani et al., 2002), colmos frescos (IBGE, 2003). Uma lavoura de cana-
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de-agUcar com produtividade de 100 t.ha’de colmos,
no primeiro ciclo cultural, acumula entre 180 e 250
kg. ha' de N, enquanto que nos ciclos seguintes, pode-
se acumular de 120 a 180 kg.ha de N (Orlando Filho
et al., 1980; Sampaio et al., 1984). Esta cultura, que
demanda grande quantidade de N, apresentaumabaixa
resposta a adubac&o nitrogenada, o que sugere que a
interacdo de alguns microrganismos diazotroficos
endofiticos com as plantas seja um sistema natural de
reposicdo do N exportado anualmente dos solos pela
colheita. No Brasil, a dose de N-fertilizante
recomendada pela COPERSUCAR (Cooperativa de
Produtores de Actcar e Alcool de S&o Paulo) paracana-
de-agUcar é de 50 kg N.ha! ano? para cana planta e
100 kg N.hal.ano?, a partir da primeira soca
(Copersucar, 2000).

Os estudos sobre a fixagao biolégica de nitrogénio
(FBN) associada a cana-de-agUcar tem seintensificado
nos Ultimos anos e varias bacterias fixadoras de N,
foram isoladas de tecidos de diversas partes da planta
(Baldani et al., 2002). Porém, ainda ha muitas dividas
sobre qual ou quais bactérias seriam as principais
responsaveis pelo potencial de FBN desta cultura. Os
dados de literaturamostram que acontribuicéo de FBN
associada as plantas de cana-de-agUcar cultivadas no
campo e seminoculacdo variade zero a 70%, conforme
demonstrado pelas medic¢des realizadas através da
técnica de abundancia natural de delta?®N e datécnica
de diluicéo isotopica de N (Polidoro et al, 2002;
Urquiaga et al., 1992). Apesar de ser conhecida a
influénciadas variedades e das condicfes defertilidade
do solo sobreaFBN em cana-de-aclicar (Boddey et al .,
2001), pouco se conhece sobre o potencial dainoculagdo
das bactérias diazotréficas endofiticas nesta cultura.
Estudos recentes de inoculagdo de plantas
micropropagadas de cana-de-aglicar com uma mistura
de 5 estirpes de espécies diferentes mostraram
contribui¢des ao redor de 30% (Oliveiraet al., 2002).
Desta forma, a selecéo de bactérias diazotréficas
endofiticas com alto potencial de associagdo e
contribuicéo paraa FBN, pode ser um fator diferencial
paradiminuir adependénciadaculturapelo N derivado
do solo ou da adubag&o nitrogenada sem que hajaperda
de producéo de cana-de-agUcar.

A comercializag&o de plantas micropropagadas de
cana-de-agUcar foi introduzida no Brasil a partir da
década de 80, com o objetivo de produzir mudas com
caracteristicas genéticas originais e excelente grau de
fitossanidade. Entretanto, além de eliminar os
microrganismos patogénicos, a micropropagagao
também promove a eliminacdo das bactérias
diazotroéficas endofiticas (Moraes & Tauk Tornisiello,
1997). A reintroducdo de bactérias diazotroficas
endofiticas em plantas micropropagadas de cana-de-
acUcar tem auxiliado os estudos da associagéo entre as
plantas e as bactérias diazotréficas, e tem permitido
avaliar o potencial de FBN e de promocgéo de
crescimento devidos a inoculagéo de de bactérias
diazotroficas endofititcas (Reis et al, 1999; Oliveiraet
al., 2002). Nestetrabal ho, buscou-se selecionar estirpes
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de bactérias diazotréficas endofiticas que melhor se
associem com plantas micropropagadas de cana-de-
acUcar visando a introducdo comercial da prética da
inoculacdo dessas plantas micropropagadas e
consequentemente beneficiar a cultura através do
processo de FBN ou outros mecanismos de promogao
de crescimento vegtal.

MATERIAL E METODOS

Plantas micropropagadas de cana-de-agucar,
variedade SP 70-1143, foram utilizadas para avaiar o
efeito da inoculagdo de bactérias diazotroficas
endofiticas. As plantas micropropagadas na fase de
enraizamento foram individualizadas e transferidas para
frascos com 50 mL de meio MS, modificado por Reis et
al. (1999). ApGs 48 horas da transferéncia das plantas,
os frascos que ndo apresentaram contaminagdo foram
selecionados para receberem o indculo bacteriano.

As 44 estirpes de bactérias diazotroficas endofiticas
testadas sdo pertencentes as seguintes espécies:
Gluconacetobacter diazotrophicus (3R-2, 4R-2, 5R-2,
5F-2, 20R-2, 20R-4, 26R-2 PAL3, PPe4, PALS5, PSP14,
PSP17, PSP22, PRJ14, PRM5, PRJS0, PRJ53, PRJ54,
PRJ55, PRJ60, BR11329, CHR e CHCA);
Herbaspirillum seropedicae (HRC50, HRC53, HRC54,
HRC80, M2, HCC100, HCC101, HCC102 e Z94);
Herbaspirillum rubrisubalbicans (HRC61, HCC103,
M4, M5 eM®6); Azospirillumlipoferum (5Sp, Az6 e 31P);
Azospirillumamazonense (CBAMC) e Burkholderia spp
(PPe6, PPe8 e M130), todas oriundas da Colecéo de
Culturas da Embrapa Agrobiologia. As bactérias foram
crescidas durante 14 horas em meio liquido sob agitacao
(G diazotrophicus, Herbaspirillum spp. e A. lipoferum
em meio Dygs; Azospirillum amazonense em meio LGI
e Burkholderia spp. en meio NB) (Dobereiner et al.,
1995), a uma temperatura de 30 °C. Uma aliquota de
100 pL de cada cultura com uma densidade ¢tica
(D.O,,=1), contendo aproximadamente 10° células/mL,
foi adicionada aos frascos contendo as plantas
micropropagadas e meio especifico parainoculagéo.

Foram conduzidos trés experimentos, dos quais dois
em vasos do tipo Leonard preenchidos com umamistura
de areia e vermiculita estéreis, na proporcéo 1:1, em
condicBes de casa de vegetagdo, e um em vaso com
subsolo argiloso nédo estéril (ARGISSOLO vermelho-
amarelo) ao ar livre, fora da casa-de-vegetagdo. No
primeiro experimento foram testadas as 44 estirpes de
bactérias, acima citadas, com um delineamento
experimental de blocos ao acaso com trésrepeticdes. As
plantas foram mantidas nos vasos de Leonard durante
65 dias e adubadas com solugdo nutritiva (Gruzman &
Dobereiner, 1968). O efeito dainoculacdo foi avaliado
através da determinacdo de do acimulo de massa seca
deraiz e daparte aérea, assim como do volume radicular
pelo método de titulagdo (Carley & Watson, 1966). No
segundo experimento, instalado de forma semelhante
a0 anterior, foram testadas as estirpes selecionadas no
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primeiro experimento: HCC103, 294, HRC80, HRC53,
HRC54, BR11329, PRJ50, PRJ55, PAL3, PALS, 3R-2 e
CBAMC, mantendo-se as mesmas condicdes de
crescimento e solugdo nutritiva. O efeito da inoculagdo
foi avaliado através das mesmas caracteristicas
fenoldgicas apresentadas pelas plantas, porém aos 95
dias apds a inoculagéo.

Um terceiro experimento foi conduzido em vasoscom
solo, forada casa-de-vegetacdo, utilizando-se as mesmas
estirpes testadas no segundo experimento além das
misturas de estirpesHRC53 x BR11329, PAL3x HRC54
e PAL5 x HCC103 selecionadas com base nos estudos
realizados por Oliveiraet al. (2002). Neste experimento,
as plantas foram aclimatadas em casa de vegetagéo por
30dias, em bandejasdeisopor tipo plantégil, transferidas
paravasos contendo 12 kg de sol o previamente adubados
com macro emicroel ementos, conformeaandisedo solo.
Foi utilizado o delineamento experimental inteiramente
casualizado, com seis repeticGes. Aos 180 dias apds o
plantio, foram feitas as avaliagBes do acimulo de massa
frescae secaderaiz e parte aérea, volumeradicular pelo
método detitulagdo citado anteriormente e determinacao
do nitrogénio total acumulado nostecidos da plantapelo
método de Kjeldahl (Alves et al., 1994).

Andlise Estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas através do
programa de andlise de variancia SisVar (versao 4.3),
desenvolvido no departamento de ciéncias exatas da
Universidade Federal de Lavras (http//www.ufla.br). A
normalidade da distribuicdo de frequéncia de dados foi
analisada aplicando-se o teste de Shapiro Wilk e o teste
de médias utilizado foi o LSD (Least Significant
Difference) com nivel designificanciade 10 % (p<0,10).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados observados no primeiro experimento
nao mostraram diferencas estatisticas significativas
entre os tratamentos inoculados com as 44 estirpes de
bactérias diazotréficas e o controle ndo inoculado, em
relagdo as caracteristicas analisadas (dados néo
apresentados). Porém, algumas estirpes promoveram
um maior acimulo de matéria seca total da planta
comparada a planta controle. Com base nestes
resultados, foi feita uma selecdo das estirpes que se
destacaram e foi instalado o segundo experimento
objetivando reavaliar o efeito destas bactérias no
desenvolvimento das plantas micropropagadas de cana-
de-aclcar.

No segundo experimento, as plantasinocul adas com
as bactérias PAL3, HRC54, PAL5, HCC103 e HRC80
apresentaram um maior volume radicular, embora néo
diferissem estati sticamente das plantas ndo inocul adas.
Ja ainoculacgdo das misturas PAL5 x HRC54, PALS5 x
HCC103 e da estirpe HRC53 promoveram um efeito
negativo sobre o volume radicular (Figura 1). Efeito
negativo da inoculagdo na sobrevivéncia das plantas
de cana-de-agUicar micropropagadas quando inoculadas
com a mistura de cinco estirpes de diferentes espécies
de bactérias diazotroficas também foram observados
por Oliveiraet al. (2002). A avaliagdo do acimulo de
matéria seca total da planta mostrou que a inoculagéo
das estirpes CBAMC, HCC103 e PAL3 promoveu um
efeito positivo no desenvolvimento das plantas, porém
osresultados ndo diferiram estati sticamente dos demais
tratamentos de inoculagdo. Por outro lado, ainocul agdo
com aestirpe PRI50 eamisturaPAL5 x HRC54 afetou
negativamente o desenvol vimento destas plantas (dados
ndo apresentados).
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Figura 1- Efeito da inoculagdo de diferentes estirpes de bactérias diazotroficas endofiticas no volume radicular de
plantas micropropagadas de cana-de-agUcar, variedade SP 70-1143, 95 dias ap6s a inoculagdo. Médias
seguidas de mesmaletrando diferem entre si pelo teste LSD (p< 0,10). Dadosreferentesao 2° experimento.
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O terceiro experimento, conduzido em vasos com
soloao ar livre mostrou que ostratamentos deinoculagdo
com asestirpesHRC80, PAL 3 e HRC54 proporcionaram
maior acimulo de massa seca de raiz em comparacéo
ao tratamento controle ndo inoculado (dados ndo
apresentados). Ja a inoculacdo com as estirpes PAL3 e
CBAMC promoveu um aumento significativo no
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acumulo de massa seca de colmo, em comparagéo ao
tratamento controle ndo inoculado. Entretanto, um
menor acimulo de massa de colmo foi observado com a
inoculacdo das estirpes: HRC53 e HRC54 de
Herbaspirillum seropedicae; BR11329, PRJS0 e 3R-2
de Gluconacetobacter diazotrophicuseamisturaHRC54
x PAL5 (Figura 2).
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Figura 2 - Efeito dainoculacdo de diferentes estirpes de bactérias diazotroficas endofiticas no acimul o de massa seca
de colmo de plantas micropropagadas de cana-de-acUcar, variedade SP70-1143, 180 dias apds ainocul agcéo.
Meédias seguidas de mesma letra no diferem entre si pelo teste LSD (p < 0,10). Dados referentes ao 3°

experimento.

Oliveira et al. (2002) ao inocularem diferentes
espécies de bactérias diazotroficas, isoladase em mistura,
em plantas micropropagadas de cana-de-acUcar,
observaram que Herbaspirillum spp, A. amazonense e a
combinagdo de cinco espécies de bactérias apresentaram
um aumento significativo no acimulo de massa fresca
de colmos das plantas. Entretanto, a inoculacéo
individualizada da bactéria G. diazotrophi cus promoveu
um efeito negativo no acimul o de massafrescade colmos
guando comparado com o controle ndo inoculado. Neste
experimento, a avaliacéo do acumulo de nitrogénio nos
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tecidos das plantas crescidas nos vasos apos 180 dias de
crescimento, mostrou que as plantas inoculadas com a
mistura das estirpes PAL5 x HCC103 e das estirpes
individualizadas HRC54, 294 e CBAMC apresentaram
um maior teor de nitrogénio nos tecidos (Figura 3). Por
outro lado, ainoculagdo daestirpe HRC80 proporcionou
uma reducdo no N-total acumulado nos tecidos das
plantas em comparag8o ao controle ndo inoculado,
enguanto que as demais estirpes apresentaram pouco ou
nenhum efeito no acimulo de nitrogénio nas plantas
(Figura 3).
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Figura 3- Efeito da inoculacdo de diferentes estirpes de bactérias diazotrdficas endofiticas no acimulo de N-total em
plantas micropropagadas de cana-de-aclcar, variedade SP 70-1143, 180 dias ap6s a inoculacdo. Médias
seguidas de mesma letra ndo diferem entre s pelo teste LSD (p < 0,10). Dados referentes ao 3° experimento.
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Foi observada uma elevada variabilidade entre
repeticdes dentro de cada tratamento, e uma
heterogeneidade no desenvolvimento das plantulas
oriundas da micropropagacao. A dificuldade em
selecionar plantul as de mesmo tamanho entre as mudas
micropropagadas obtidas para o estudo, € um aspecto
gue prejudica a comparacdo dos tratamentos testados
e seus possiveis efeitos em curto espago de tempo.
Mesmo no experimento em vasos com solo, nem sempre
foi possivel observar uma redugdo desta variabilidade
e consequentemente, a avaliagdo da contribuicdo da
FBN e de outros mecanismos devidos a inoculagdo da
bactéria podem estar subestimados, conforme ja
observados por Oliveira et al. (2002). Os autores
observaram que ainoculacdo davariedade SP 70-1143
com uma mistura de cinco estirpes de diferentes
espécies de bactérias diazotroficas, assim como da
inoculagdo com a mistura de espécies do género
Herbaspirillumforam ostratamentos que apresentaram
maior contribuicdo da FBN (30%).

Os efeitos positivos da inoculagéo de algumas
estirpes de bactérias no crescimento das plantas podem
estar associados ao processo de FBN, a sintese de
horménios de crescimento produzidos pelas bactérias
ou mesmo a um efeito sinergistico destes fatores
atuando nos diferentes estédios de desenvol vimento da
planta. Segundo Bashan & Holguin (1997), os
fitohorménios, principalmente o acido indol-acético
(AIA) excretados por Azospirillum, desempenham
papel essencia napromocao de crescimento das plantas
em geral.

A FBN em gramineas tem sido objeto de constante
estudo nos ultimos anos, porém ainda carece de um
conhecimento mais profundo da associagdo planta/
bactéria, visando explorar o potencia dainteracéo em
beneficio do desenvolvimento da planta e consequente
aumento de producdo. No caso de cana-de-agUcar, as
avaliagdes das contribui¢des da FBN em condic¢des de
campo tem sido na maioria das vezes positiva, porém
poucos estudos que envolvam a inoculagéo de plantas
micropropagadas de cana-de-agUcar com bactérias
diazotroficas previamente selecionadas foram
realizados. Este estudo procurou utilizar, numa
primeira etapa, a metodologia de sele¢do em vasos de
Leonard, seguido daavaliagdo em vasos com solos para
determinar o efeito das estirpes selecionadas no
desenvolvimento das plantas. Os resultados mostraram
gue arespostaainoculaco é bastante variavel e parece
ser dependente de varios fatores incluindo o gendtipo
daplanta e o ambiente. Portanto, novos estudos devem
ser realizados visando aprimorar a metodologia de
selecdo de estirpes, de modo a definir aquelas que
possuem maior potencial para serem usadas
comercialmente na inoculagdo de plantas
micropropagadas de cana-de-agUcar.
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