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RESUMO

1842 de Saccharum officinarum e as espécies Saccharum spontaneum e Saccharum barberi, com o

objetivo de observar ainfluéncia da variacéo de pH do extrato de isolamento de bactérias endofiticas, e
variagdes dos indices tecnol 6gicos na popul acéo de Gluconacetobacter diazotrophicus. Foram estudados os indices
tecnol dgicos (solidos solUveis totai s, sacarose aparente e aglicares redutores totais), o pH do extrato de isolamento
e contagem do nimero de bactérias. Os resultados mostraram que os solidos solUveis totais aumentaram com a
idade da planta, sendo observado um ligeiro decréscimo a partir dos 360 dias apds o plantio, nos colmos basais e
intermediarios. Os agUcares redutores totais apresentaram uma tendéncia a aumentar no final do ciclo nas canas
comerciais. Os valores para agUcares redutores totais no colmo apical, no fina do ciclo, correlacionaram-se
positivamente com a popul agéo de Glucanacetobacter diazotrophicus na variedade SP 70-1143. Osvalores mais
baixos de pH dos extratos, foram observados nas raizes das plantas estudadas, | ocai s onde também foram observadas
as maiores popul agBes de bactérias.

Palavras-chave: fixag&o bioldgica de nitrogénio, bactérias diazotroficas endofiticas, °BRIX, POL.

O presente trabalho foi conduzido em condic¢des de campo com os hibridos SP 70-1143, SP 79-2312 e SP

ABSTRACT

ANALYSIS OF pH OF THE ISOLATION EXTRACT AND TECHNOLOGICAL INDEXES ON
THE COLONIZATION OF SUGARCANE PLANT BY Gluconacetobacter diazotrophicus

The field experiment was conducted with the two commercial varieties SP 70-1143 e SP 79-2312 of Saccharum
officinarum and two breeding materials: Krakatau and Chunnee. The objective of thiswork was to investigate the
effect of pH of the isolation extract and technological indexes on the colonization sugarcane plant by
Gluconacetobacter diazotrophicus. The studied parameters were: number of the bacterial population, pH of plant
extract, % soluble solids, apparent sucrose and reduced sugar. The total soluble solids increased with the plant
age, a little decrease were observed at 360 days after planting in the stems (basal and intermediary). The results
showed that the higher values in the bacteria population were found in the roots of SP 70-1143,SP 79-2312 and
Krakatau, where it were found lower pH value.
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INTRODUCAO considerdveis de nitrogénio, evidenciando o potencial

da associagdo com bactérias diazotréficas endofiticas.

O conhecimento das relagdes metabdlicas entre as Lima et al. (1987) observaram o acimulo de 200 kg/
bactérias diazotréficas endofiticas com o seu N/ha/ano na variedade CB 47-89 e Urquiaga et al,
hospedeiro, pode servir deferramentaltil naelucidacdo ~ (1992) citam o acimulo de 170 a210 kg/N/ha em CB
do processo de fixag&o bioldgica de nitrogénio (FBN)  43-3 e SP70-1143, respectivamente. Entre as bactérias
nas gramineas. A FBN que ocorre em plantasde cana- ~ associadas a cultura da cana-de-aglicar, responsaveis
de-aclcar, pela colonizagdo de tecidos por bactérias pela FBN, destaca-se a Gluconacetobacter
diazotroficas endofiticas, € sem dividaumaestratégia  diazotrophicus que pode ser responsavel por grande

alternativa para uma agricultura sustentéavel. parte do nitrogénio fixado na planta (Urquiaga et al.,
Estudos de quantificacdo da FBN, tém mostrado ~ 1992; Baldani et al., 2002).
que cana-de-acUcar pode fixar quantidades Em relag&o ao metabolismo bacteriano, sobretudo
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no que se refere ao pH do meio de crescimento, a
maioria das bactérias apresenta carater neutrofilo,
crescendo na faixa que vai de 6,0 a 8,0.
Gluconacetobacter diazotrophicus por estar inserida
no grupo das bactérias do acido acético, cresce também
em faixade pH é&cido; atoleranciaaacidez apresentada
por essa bactéria permite seu crescimento em pH em
torno de 3,0 (Dobereiner et al., 1995). A sobrevivéncia
desses microrganismos em larga escala de pH, requer
a secrecdo de diferentes enzimas, que possam tornar o
pH do ambiente a ser colonizado, ideal para o seu
crescimento. Manteau et al., 2002, citam que a
capacidade dos microrganismos de acidificar
localmente o hospedeiro, como ocorre com o fungo
Botrytis cinerea, via funcionamento de algumas
enzimas que lhe conferem patogenicidade ou via
secregdo de varios &cidos organi cos como acido oxalico
(Manteau et al., 2002). Os autores citam também que
embora pouco estudado, os tecidos da planta diferem
em seu valor de pH, composi¢do da parede celular e
defesas bioquimicas, fatores que podem influenciar a
colonizagdo por microrganismos nestes diferentes
ambientes.

As plantas apresentam diferentes estratégias para
regulacdo do pH. Embora as interacBes metabdlicas
celularestenham evoluido paradesenvolver umacadeia
de transformagBes quimicas e energéticas na qual a
soma de prétons produzido, consumido, transferido ou
transportado se aproxime de zero, existe umavariedade
de situagdes em que pode ocorrer um disturbio no
equilibrio dindmico (Felle, 1996), tal como o
abaixamento de até 0,6 unidades de pH em pélos
radiculares de Medicago sativa em condi¢des de anoxia.
Menegus et al., (1991) cita que plantulas de arroz
também em condic¢Ges de anoxia sdo acidificadas em
0,4 unidades de pH.

A regulacéo do pH do citoplasma e do vactolo, em
funcdo das diferentes fontes de nitrogénio a ser
assimilado, se da pela eliminagdo do excesso de H* ou
OH-, que pode ocorrer por: neutralizagdo resultante da
carboxilacdo ou descarboxilagdo, transporte paradentro
do vacuolo ou transporte via floema para as raizes e
depois para a solugéo do solo (Raven & Smith, 1976).
A regulacdo &cido-base de simbioses diazotrdéficas,
envolve geracdo de H* a0 meio (Raven et al., 1990,
Jacob-Neto, 1993).

Existem evidéncias de que a colonizacéo por
bactérias endofiticas e a conseqliente FBN, localizam-
se em sitios preferenciais, os quais possivelmente
oferecem condi¢bes para o desenvolvimento das
bactérias. Bactérias endofiticas podem colonizar o
apoplasto, vasos do xilema ou células mortas de
gramineas (Dong et al., 1994; James, 2000; Ortega et
al., 2001). G diazotrophicus foi anteriormente isolado
de raizes, caule e folhas de plantas de cana-de-aglcar
(Reis et al., 1994; Reis Jr. et al., 2000).

Durante o crescimento e desenvolvimento da cana-
de-acUcar, ocorrem variagdes nas concentragoes de
carbono, que podem influenciar a colonizacéo dos
espacos intercelulares por bactérias diazotroficas. Na
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faseinicial prevalecem os aglicares redutores, os quais
vdo decrescendo em fun¢é@o do incremento das
concentragBes de sacarose (Whitaker & Botha, 1997).

Este trabalho teve como objetivo, identificar os
locais de colonizagéo por G. diazotrophicusem hibridos
comerciais de S.officinarum com diferentes capacidades
de FBN e acumulo de sacarose e nas espécies S.
spontaneum e S. barberi, quantificando e relacionando
a sua populacdo com o pH dos extratos dos tecidos,
com aconcentragdo de solidos sol iveistotais, sacarose
aparente e agUcares redutores totais.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi instalado no campo experimental
da Embrapa-Agrobiologia e utilizou-se um
delineamento experimental de parcelas sub-divididas,
onde cada variedade representava uma subparcela,
plantadas em linhas de 1 m com distancias entre plantas
de 50 cm. Os fatores constantes deste experimento
foram: 1 - quatro representantes do género Saccharum,
sendo duas variedades comerciais de cana (SP 70-1143
e SP 79-2312) e duas espécies usadas em cruzamentos
para formac&o de hibridos comerciais: Saccharum
spontaneum (Krakatau) e Saccharum barberi
(Chunnee); 2 - quatro épocas de col eta, com 4 repeticoes
(4 plantas). Foram plantados dois toletes com duas
gemas cada, obtidos do viveiro da Coopersucar
(variedades comerciais) e de um experimento da
Embrapa-Agrobiologia (hibridos). Foi feita adubacdo
das covas com 100K g/ha de K,O na forma de cloreto
de potassio e 150 Kg/ha de P,0O,, na forma de
superfosfato simples. Foi aplicado também 50 Kg/ha
de FTE Bri2.

As coletas foram realizadas aos 90, 180, 360 e 540
diasapo6so plantio (DAP), e constavam deraizes, folhas
(folha +3) e amostras do colmo apical (entrend 2),
entrend intermediario (central) e basal (2 entrends
situados 5 cm acima do solo). A contagem do nimero
de bactériasfoi realizada pelo método do Nimero Mais
Provavel (Dobereiner et al., 1995), utilizando-se
amostras de 10 g de materia fresco triturado com 90
ml de solucdo salina (sais do meio NFB a 3/4 da
concentracdo). O indculo foi diluido em série, em tubos
contendo 9 ml desta mesma solucdo. Em seguida,
realizou-se ainoculacédo de 0,1 ml de cada dilui¢cdo no
centro do meio semi-solido LGI-P. A estimativa do
numero de célulasviéveis, foi feitaatravésdaavaliagéo
de peliculas e utilizou-se a tabela de McCrady
(Dobereiner et al., 1995). O pH do extrato dos tecidos
vegetais foi medido em potenciémetro, uma hora apds
atrituragdo do material vegetal, em meio NFB (L/4de
sais) com pH 6,5 (Dobereiner et al., 1995). Os sdlidos
sollveis totais (°BRIX) foram determinados por
refratdmetro de campo, modelo Q-1 107-1. A sacarose
aparente (POL) foi medida em polarimetro digital
Perkin Elmer, model 0 341 e os agUcares redutorestotais
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foram obtidos através das reagdes de FEHLING, por
titulagdo a quente. Os agUcares redutores totais e a
sacarose aparente somente foram medidos nas
variedades comerciaisde cana. A populagéo de bactérias
e 0s solidos solUveis totais nas espécies S. spontaneum
e S. barberi, s6 foram determinadas no colmo
intermediario e apical a partir da segunda coleta, pois
na época da primeira coleta, nao foi possivel
diferenciacdo do colmo, pois essas espécies
apresentaram o crescimento mais lento.

Os dados foram processados e analisados
estatisticamente, utilizando o programa SAEG e
MSTAT-C. O contraste entre as médias foi feito pelo
teste de Tukey a 5%. Os dados para a populacéo
bacteriana foram ajustados usando a fungao logaritmo
em base 10.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1, pode-se observar os valores de pH
encontrados nos tecidos vegetais dos genétipos

75

estudados. Os menores valores de pH do extrato de
tecidos foram encontrados nas amostras de raizes dos
genotipos SP 70-1143, SP 79-2312, Saccharum
spontaneum (Krakatau) e Saccharum barberi
(Chunnee). Coincidentemente, nestas amostras de
raizes foram encontrados também os maiores valores
para a populagdo desta bactéria, em termos médios,
sendo maior em SP70-1143 (Tabela 2). Estesresultados
estdo de acordo com os dados citados por Reis Jinior
et al. (2000) que também encontraram um maior
namero de G. diazotrophicus nas raizes de quatro
gendtipos de cana crescidos a nivel de campo, embora
estes autores ndo tenham correl acionado seusresultados
com o pH dos tecidos colonizados por essas bactérias.
Foram observadas variages médias entre 0,64 e 0,32
unidades de pH, quando comparados os extratosderaiz
e colmo basal, podendo ser esse, um dos fatores que
levaaraiz a ser considerada um nicho ecoldgico ideal
para a colonizagdo. Na variedade SP 70-1143, foram
observadas diferencas extremas de 2,22 unidades de
pH, quando comparadas o pH do extrato da raiz e pH
do extrato do colmo basal aos 180 dias ap0s plantio.

Tabela 1 — pH dos extratos de diferentes partes de gend6tipos de cana-de-aglcar

Genotipos
Epoca (dap) SP 70-1143 SP 79-2312 Krakatau Chunnee
raizes

90 5,610 a 5,615 a 4,475 a 5,570 a
180 4,890 a 5,390 a 5,340 a 5,570 a
360 5,653 a 5,795 a 5,523 a 5,553 a
540 5,480 a 5,563 a 5,395 a 5,278 a
M édia 5,408 a 5,591 a 5,433 a 5,468 a
CV% 4,18

colmo basal
90 5,590 a 5,753 a 5,057 b 5,538 a
180 6,112 a 6,112 a 5,933 a 5,933 a
360 6,460 a 6,327 ab 6,005 ¢ 6,155 bc
540 6,035 a 6,030 a 6,050 a 5,777 a
M édia 6,049 a 6,056 a 5,761 b 5,865 b
CV% 2,69

colmo intermediario

90 5,173 b 5,330 a - -
180 6,042 a 6,042 a 5,805 b 6,210 a
360 6,290 a 6,255 a 5,840 b 6,010 b
540 5,788 ab 5,962 a 5,862 a 5,598 b
M édia 5,823 b 5,897 ab 5,836 a 5,939 a
CV% 2,07

colmo apical
90 5,120 a 5,125 a - -
180 5,270 b 5,270 b 5,013 ¢ 5,513 a
360 5,858 a 5,755 ab 5,585 b 5,665 ab
540 5,692 b 5,973 a 5,620 b 5,362 ¢
M édia 5,485 a 5,531 a 5,405 a 5,514 a
CV% 2,52

Folhas

90 5,593 a 5,637 a 5,475 a 5,550 a
180 5,510 ab 5,508 ab 5,737 a 5,457 b
360 5,662 a 5,755 a 5,815 a 5,665 a
540 5,667 b 5,660 b 5,942 a 5,362 ¢
M édia 5,608 bc 5,640 ab 5,743 a 5,509 ¢
CV% 2,29

M édias seguidas de mesmaletramintiscul a, naslinhas ou mai tisculanas colunas néo diferem entresepelo
testede Tukey (5%). Médiade4 repeticOes.
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Contudo, os extratos do colmo apical apresentaram
também valores mais baixos de pH, sem ocorrer
aumento no nimero de bactérias. O pH do extrato de
tecido encontrado neste trabalho, é resultante da
liberacdo de substancias organicas presentes nos
espacos intercelulares, bem como do material

Influéncia do pH do extrato de isolamento ...

intracelular liberado pelaquebrada parede celular. Este
trabalho nao teve o objetivo de determinar as
substancias organi cas que so poderiam ser identificadas
utilizando outros métodos, como a marcacdo com
material radioativo, como realizado por Jacob-Neto
(1993).

Tabela 2- Populacéo de Gluconacetobacter diazotrophicus (Log do nimero decélulas. gt massafresca) em diferentes
partes de gendtipos de cana-de-agUcar (Saccharum spp),.

M édi as seguidas de mesmaletraminuscula, naslinhas ou mailsculanas colunas ndo diferem entre si

pelo teste de Tukey (5%). Médiade 4 repeticoes.

Foram observadas correlagBes negativas entre a
populacéo de G. diazotrophicus com o pH do extrato
no colmo basal (r= - 0,88), intermediario (r= - 0,85) e
apical (r=-0,56) e positiva com o pH do extrato nas
raizes (r= 0,60) ao nivel de probabilidade de 1%,
confirmando que o pH ligeiramente mais acido
encontrado nesta parte da planta, pode influenciar o
isolamento. Em S. spontaneum ocorreu correlacdo der

= 0,98 entre apopul agéo destabactériae o pH do extrato
nas raizes. Desta forma, mesmo sendo uma analise de
pH realizada no conjunto de tecidos de parte da planta,
os dados sugerem que estes valores podem ser
correlacionados com a populacdo local de
microrganismos. Os resultados do levantamento de
Gluconacetobacter diazotrophicus associados aos
quatro gendtipos estudados de cana-de-aglcar (Tabela
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2) mostraram a presenca da bactéria em todas as partes
amostradas. Foram obtidos 34 isolados de
Gluconacetobacter diazotrophicus, sendo 21 destes
oriundos das variedades SP 70-1143 e SP 79-2312, que
colonizaram os espacos intercel ulares ricos em aglcar
no caule ou espagos intercelulares da raiz, como ja
anteriormente identificado por Dong et al. (1994) e
Ortega et al., 2001.

7

Em relagdo aos indices tecnol6gicos, que séo
utilizados para qualificar o caldo de cana, verificou-se
guenafaseinicia daculturadacana, ossolidossollveis
totais mostraram seus valores mais baixos, e foram
aumentando com o decorrer do desenvolvimento da
cultura (Tabela 3), sendo observado um ligeiro
decréscimo a partir dos 360 dias apds o plantio, nos
colmos basais e intermediério.

Tabela 3 - Valores dos solidos soluveis totais (“BRIX) em diferentes partes de gendtipos de cana-de-aglicar

(Saccharum spp).
Gendtipos

Epoca(dap) SP70-1143 SP79-2312 Krakatau Chunnee

colmo basal
90 7,250 ab 8,625 a 6,625 b 6,000 b
180 13,500 b 16,957 a 8,000c 13,375b
360 20,900 ab 21,300a 11,325c 19,750b
540 20,425 a
Média 15,519 b E6BBIteste de DIRGA0). MAde ¢ repeticles.
CV% 5,47

colmo intermediario

90 5,500 a 4.875a
180 10)25@ementt3)058 val ores, HEO°B RI).@@(MJL eem
360 cordreparai da 280 nad 508 actichretSodautores
540 . indfe476 @yrau 83 09Rm@uri del@sfos cdéniddde cana
Média (SLBiPES a998)142594i edade838M 70-1403%aSP 79-
CV% 2312 aoresentaram 0s mai &@val ores para °BRI X Os

neste tra i
90 meérﬁﬁocﬁ'dem 6 éndeza dos encontrados por
%gg Kor$18§Pf et als( ?) sto3igige coredal) gnou se

n ente ul G. diazotrBphicus
>40 n?,%;g\éﬁ .,a,w('jf %%u;?\ n%h B anes 089
Média 6,84 ’= ) 0
CV%

esse-fndice—corretacionot=5e llcgativalllcl tecom a
populacdo de G. diazotrophicus no colmo basal (r= -
96) e apical (r=- 89). As variedades SP 70-1143 e SP
79-2312 apresentaram os maiores valores de solidos
solUveis totais, sendo seguidas por S. barberi.
Embora n&o tenham sido observadas diferencas

19/22Eategui dbd dkAeenal &8 bibtlikrul a, nas linhas ou maitiscul anas colunas néo diferem entre

significativas, os aglicares redutores totais e a sacarose
aparente foram maiores aos 540 dias apds plantio
(Tabela 4). Assim como o BRIX, a POL foi também
maior nos colmos basal e intermedi&rio Na fase de
amadurecimento, a sacarose representava quase toda a
composi¢do dos carboidratos. Os maiores valores para
acUcares redutores totais foram encontrados no colmo
apical (Tabela4). Os aglcares redutores totaisno colmo
apical correlacionaram-se positivamente com a
populacdo de G. diazotrophicus nasraizes davariedade
SP 70-1143. Na variedade SP 70-1143, o aumento de
acUcares redutores totais, no final do ciclo,
principalmente no colmo apical correlacionaram-se
positivamente com a populac@o desta bactéria nas
raizes, (r= 0,95). Nesta mesma variedade, a sacarose
aparente no colmo apical correlacionou-se
negativamente com G. diazotrophicus no colmo basal.
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Os resultados obtidos neste trabalho, sugerem a
habilidade da bactéria G. diazotrophicus de colonizar
diferentes partes da planta de cana-de-aglcar e que
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valores de pH menores, como os encontrados nasraizes,
podem favorecer a colonizacéo.

Tabela 4 — Teor de sacarose aparente (POL) e percentagem de agUcares redutores totais do caldo em diferentes
partes do colmo de gendtipos de cana-de-aglcar (Saccharum spp).

Teor de sacarose aparente  Aclicares redutores to

Epoca (dap)/ SP70-1143 SP79-2312 SP70-1143  SP79-
Gendtipos

Colmo basal
360 18,807a 19,245a 0,242a 0,
540 20,175a 19,714a 0,543a 0,
Média 19,491a 19,583a 0,393a 0,
CV% 4,92 14,60

Colmo intermedi&rio

360 18,695a 18,352a 0,267a 0,
540 18,302a 18,805a 0,608a 0,
Média 18,499a 18,579 0,438a 0,
CV% 3,24 18,28

Colmo apical
360 7,443a 10,010a 1,225a 1,
540 7,930a 13,123a 2,290a 1,
Meédia 7,686a 11,566a 1,757a 1,
CV% 21,59 30,51

Médias seguidas de mesma letra mindscula nas linhas néo diferem entre si pelo teste de Tukey

(5%). Médiade 4 repeticdes.
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