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RESUMO

MARTINS, R. C. R. Respostas de calos de cana-de-agUcar na interacdo com bactérias
diazotroficas endofiticas. 2013. 100 f. Tese (Doutorado em Microbiologia) — Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de So Paulo, Séo Paulo, 2013.

A cana-de-acUcar € um dos cultivos mais importantes no Brasil. Estima-se que uma parte do
nitrogénio total de algumas variedades de cana-de-agUcar seja obtida pela interacdo com
microrganismos endofiticos diazotroficos. Na maior parte de sua vida, os endofiticos habitam
o interior de plantas sem causar nenhum sintoma aparente de doenca. O estudo de interacédo
microrganismos/plantas foi realizado utilizando-se co-culturas entre bactérias endofiticas
diazotroficas e calos de cana-de-aclcar. Em presenca do calo: Enterobacter sp. ICB113,
ICB117 e ICB481 foram estimuladas e mantidas em elevadas populacdes; Klebsiella sp.
ICB375 e Pseudomonas sp. ICB383 tiveram seu numero reduzido e mantiveram-se em
nameros estaveis; e Pantoea sp. ICB409 foi totalmente eliminada, demonstrando, assim, que
a planta exerce um controle sobre os microrganismos. O modelo calo de cana-de-
acucar/bactéria endofitica diazotrofica foi capaz de evidenciar diferentes interacdes entre
vegetal e bactéria, assim como, diferentes niveis de resposta de defesa da célula vegetal.

Palavras-chave: Cana-de-acUcar. Bactérias endofiticas. Fixacdo de nitrogénio. Calos.
Resposta de defesa. Cultura de tecidos.



ABSTRACT

MARTINS, R. C. R. Responses of sugarcane calluses in the interaction with endophytic
diazotrophic bactéria. 2013. 100 p. Ph. D. thesis (Microbiology) — Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2013.

The sugarcane is one of the most important crops in Brazil. It is estimated that a portion of the
total nitrogen of some varieties of sugarcane is obtained by interaction with diazotrophic
endophytic microorganisms. In most of his life, the endophytes inhabit the interior of plants
without causing any obvious signs of disease. The interaction study microorganisms/plants
was performed using co-cultures among endophytic diazotrophic bacteria and sugarcane
calluses. In the presence of callus: Enterobacter sp . ICB113, ICB117 and ICB481 were
stimulated and maintained in large populations ; Klebsiella sp . ICB375 and Pseudomonas sp.
ICB383 had their numbers reduced and remained in stable numbers, and Pantoea sp. ICB409
was completely eliminated, thus demonstrating that the plant has a control over
microorganisms. The model sugarcane callus/endophytic diazotrophic bacteria was able to
show different interactions between plants and bacteria, as well as different levels of defense
response of the plant cell.

Keywords: Sugarcane. Endophytic bacteria. Nitrogen fixation. Callus. Defense response.
Tissue culture.
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1 INTRODUCAO

1.1 A cana-de-acUcar apresenta elevada importancia para paises em desenvolvimento

A cana-de-agUcar € uma graminea, pertencente ao género Saccharum, de elevada
importancia econdmica e agricola. E uma cultura com elevada eficiéncia fotossintética,
produzindo em curto periodo, um alto rendimento de matéria verde, energia e fibras (COSTA
et al., 2001). Atualmente o Brasil é o maior produtor mundial seguido por india e China
(UNIAO DA INDUSTRIA DE CANA-DE-ACUCAR, 2012). A producdo prevista para a
safra de 2012/13 ¢é de 518 milhGes de toneladas. Os derivados da cana-de-agucar, etanol e

sacarose, representam 35% do Produto Interno Bruto Paulista (http://www.cna.org.br/Cana-

de-acucar/TextoPrincipal.htm). O grande desafio atual é aumentar sua producdo sem

aumentar as areas de plantio.

O nitrogénio é um dos nutrientes mais importantes para 0 crescimento e
desenvolvimento das plantas. Apds anos de cultivo com baixa quantidade de adubo
nitrogenado e sem perda da producdo, descobriu-se que algumas variedades de cana-de-
acucar podem obter uma porcentagem substancial de seus requerimentos de nitrogénio pela
associacao com bactérias fixadoras de N, presentes no interior de seus tecidos (BODDEY et
al., 2003).

1.2 A Fixacdo biologica de nitrogénio € um instrumento importante para a agricultura

O nitrogénio, na forma de N, apresenta-se em grandes quantidades (78%) na
atmosfera. E quimicamente muito estavel, sendo assimilavel somente por bactérias fixadoras
de nitrogénio (diazotroficas) que estdo distribuidas numa grande variedade de habitats,
incluindo solos e interior de plantas. Bactérias diazotroficas podem ser de vida livre,
localizando-se principalmente na rizosfera. Outras estabelecem relagdes simbioticas
especificas com plantas superiores, e ha ainda as endofiticas, que colonizam folhas, caules e
raizes de diferentes familias de plantas (ROSENBLUETH; MARTINEZ-ROMERO, 2006).

Em todos os organismos diazotroficos, a Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio (FBN)
ocorre pela reacdo de reducdo de N, a amonia (NH3) catalisada pela acdo da enzima
nitrogenase (POSTGATE, 1998). Em condig¢Bes 6timas ocorre seguinte reagao:

N, + 8¢ + 8H" + 16MgATP — 2NHj3 + H; + 16 MgADP + 16 Pi


http://www.cna.org.br/Cana-de-acucar/TextoPrincipal.htm
http://www.cna.org.br/Cana-de-acucar/TextoPrincipal.htm
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A nitrogenase é formada por duas proteinas: Fe-proteina e MoFe-proteina. O processo
de reducdo de N, ocorre através da transferéncia de elétrons de um substrato reduzido para a
Fe-proteina, e desta para a MoFe-proteina, sitio de ligacdo do N,, com gasto de grande
quantidade de ATP. Uma importante caracteristica desta enzima € sua inibicdo por oxigénio.
Os microrganismos aerdbios fixadores de nitrogénio apresentam diferentes estratégias para
proteger a nitrogenase do oxigénio. Quando as bactérias sdo endofiticas, a nitrogenase é
protegida pela localizacdo adequada dos microrganismos em condi¢Ges de microaerofilia
(POSTGATE, 1998).

A nitrogenase, além de catalisar esta reducdo, pode reduzir outros substratos que
possuam tripla ligacdo. Um deles, o acetileno, é particularmente importante porque seu
produto, o etileno, pode ser detectado por cromatografia gasosa. Esta técnica permite a

verificacdo da atividade da nitrogenase com rapidez e sensibilidade (RIVAS, 2002).

1.3 Bactérias fixadoras de nitrogénio sdo capazes de interagir com plantas

Uma das interacdes entre planta-microrganismo mais estudada é a que envolve o grupo
dos rizObios que estabelecem simbiose com plantas leguminosas, formando nodulos
exclusivamente nas raizes (IVANOV et al.,, 2012). Nessas relacdes, sabe-se que 0s
microrganismos fixam N, e fornecem amodnia as plantas que, por sua vez, contribuem com
nutrientes energéticos, gerados pelo processo fotossintético (LODWIG ; POOLE, 2003).

Em interacdes endofiticas foi observado que linhagens selvagens de Acetobacter
diazotrophicus beneficiaram o crescimento de plantas de cana-de-aglcar (SEVILLA et al.,
2001). Oliveira et al. (2002) mostraram que a variedade SP701143 de cana-de-agucar obteve
30% de nitrogénio proveniente da FBN por bactérias endofiticas. Njoloma et al. (2006)
verificaram que a quantidade de nitrogénio total de plantas de cana-de-aguUcar inoculadas com
Herbaspirillum spp. B501gfpl aumentou substancialmente. Os autores sugeriram que este
aumento aconteceu por uma possivel passagem de nitrogénio fixado da bactéria para a planta.

No entanto, a transferéncia de nitrogénio fixado é dependente da planta e da bactéria
envolvida, pois, Boddey e Dobereiner (1988) ndo evidenciaram ocorréncia de FBN em
resposta a inoculacdo de trigo com Azospirillum sp. Até 0 momento, observa-se a necessidade
de mais estudos para se chegar a conclusdes sobre essa cooperacao bacteriana.

Outras contribuicdes bacterianas para os vegetais, além da fixacdo de nitrogénio,
podem ser o estimulo ao crescimento pela sintese de fitorm6nios (BENT et al., 2001;

THULER et al., 2003), que acarretam a maior absorcao de nutrientes pelo aumento de raizes;
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de aminoé&cidos (THULER et al., 2003); de solubilizacdo de fosfato inorgénico (LIBA et al.,
2006) e de mineralizagdo de fosfato organico (KENNEDY; ISLAM, 2001; REYES;
BERNIER; ANTOUN, 2002). Indiretamente, os organismos diazotréficos sdo capazes de
minimizar os efeitos deletérios de microrganismos patogénicos através da sintese de
antibidticos (DOBBELAERE; VANDERLEYDEN; OKON, 2003; KENNEDY; ISLAM,
2001; ROMERO et al., 2007).

1.4 As bactérias endofiticas sdo ativas na promocao do crescimento vegetal

Bacteérias endofiticas foram isoladas de uma grande diversidade de plantas, incluindo
diferentes familias e géneros. Esses microrganismos podem penetrar ativamente nos tecidos,
devido a capacidade de secretar enzimas hidroliticas (JAYANI et al., 2005; LYND et al.,
2002), ou através de injarias superficiais nas raizes do vegetal (SPRENT; DE FARIA, 1988)
ou dos pélos das raizes (COCKING, 2003; ROSENBLUETH; MARTINEZ-ROMERO,
2006). Esses endofiticos produzem muitas substancias com potencial uso na agricultura, na
industria e na medicina (STROBEL; DAISY, 2003; STROBEL et al., 2004). Existem relatos
de bactérias associadas a varias culturas vegetais, como tomate, alface, batata, milho, arroz e
algoddo, com capacidade de promocdo do crescimento vegetal (HALLMANN et al., 1997;
HUREK et al., 2002).

1.5 As bactérias endofiticas sdo capazes de modular a fisiologia do vegetal

Bactérias endofiticas verdadeiras, quando isoladas do interior de tecidos vegetais e
colocadas novamente em contato com a planta, sdo capazes de recoloniza-la (REINHOLD-
HUREK; HUREK, 1998). Quando colonizam com éxito uma planta, entrando ativamente
pelos seus tecidos, sdo capazes de modular a fisiologia do vegetal e de serem seletivamente
favorecidos, mantendo uma associacdo benéfica entre planta e microrganismo (HARDOIM;
VAN OVERBEEK; VAN ELSAS, 2008).

Os tecidos internos da planta proporcionam um ambiente protegido para o
desenvolvimento de bactérias endofiticas, porém, fatores ambientais como temperatura,
chuva, radiacdo ultravioleta, etc, que afetam as plantas, podem influenciar a colonizacao e
sobrevivéncia destes microrganismos no hospedeiro (HALLMANN et al., 1997).

A invasdo por bactérias pode causar diferentes impactos no crescimento de plantas que

pode responder a esta “possivel agressdo”, acionando mecanismos para se adequar as
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mudancas impostas pela bactéria invasora (HARDOIM; VAN OVERBEEK; VAN ELSAS,
2008). A habilidade das plantas em distinguir entre interacfes parasiticas e benéficas € um
exemplo da adaptacdo de seu genoma a condicdes diversas (SIKORSKI et al., 1999).

Atualmente estdo em desenvolvimento os estudos dos mecanismos usados pela planta
para perceber e responder a entrada e colonizacdo por bactérias endofiticas benéficas. Na
interagdo simbidtica entre planta e Rhizobium, a bactéria é reconhecida como potencial
patogeno e alguns dos mecanismos de defesa da planta (proteinas relacionadas a patogénese
expressas quando em presenca de microorganismos) sdo ativados; quando se estabelece a
associagdo benéfica, os mecanismos de defesa sdo suprimidos (SIKORSKI et al., 1999).

Rocha et al. (2007) e Vargas et al. (2003) verificaram que muitos genes de cana-de-
acucar com funcdes desconhecidas sdo diferencialmente expressos durante a associacdo entre
a planta e microrganismos endofiticos diazotroficos (Herbaspirillum seropedicae e
Gluconacetobacter diazotrophicus). Isso indica que 0s passos iniciais da colonizagao por tais
bactérias sdo monitorados pela planta, que pode modular a expressdao dos genes de acordo
com o microrganismo envolvido (VARGAS et al., 2003). O gene shr5 codifica uma proteina
envolvida na transducdo de sinais da cana-de-acucar durante o estabelecimento de interacdes
com microrganismos. Quando a bactéria endofitica € benéfica, ocorre uma regulacéo
diminuindo o produto do gene shr5; porém, se a bactéria for patogénica, como
Herbaspirillum rubrisubalbicans, ocorre um acréscimo na expressdo desse gene (VINAGRE
et al., 2006).

Cavalcante et al. (2007) verificaram que alguns genes envolvidos na via de sinalizacao
de etileno em cana-de-agUcar sdo diferencialmente expressos na presenca de endofiticos
benéficos. Estes genes codificam receptores e fatores de transcricdo responsivos ao etileno.
Observou-se que a expressao destes genes é dependente do gendtipo da planta e da espécie
bacteriana, indicando, portanto, que a via de sinalizagdo do etileno pode estar envolvida no
estabelecimento da interagéo planta-bactéria endofitica (CAVALCANTE et al., 2007).

O estudo de interacdo entre Gluconacetobacter diazotrophicus e duas variedades de
cana-de-acucar pode ser feito sob enfoque protedmico. Lery et al. (2011) observaram a
presenca de 78 proteinas diferencialmente expressas entre plantas controle e plantas
inoculadas com G. diazotrophicus apds apenas 24h de inoculacdo. Duas variedades de cana-
de-acucar foram utilizadas: SP701143 (alta capacidade de assimilar o produto da fixacédo
bioldgica de nitrogénio) e Chunee (baixa capacidade). Na variedade SP701143 foram
expressas proteinas relacionadas com a colonizacdo bacteriana, evidenciando a interacdo

benéfica entre G. diazotrophicus e esta variedade de cana. Na variedade Chunee foram
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encontradas proteinas de defesa, indicando, outro tipo de interacdo entre esse microorganismo
e essa variedade de cana.

1.6 As plantas apresentam mecanismos de defesa quando invadidas por microrganismos

patogénicos

As plantas apresentam mecanismos de defesa ndo especificos que proporcionam
protecdo contra um grande nimero de patégenos (CONN; WALKER, FRANCO, 2008). A
resisténcia natural das plantas aos patégenos baseia-se numa grande variedade de barreiras
quimicas e fisicas que sdo mecanismos de defesa pré-existentes, denominados de constitutivos
(MYSORE; RYU, 2004).

O reconhecimento entre planta e microrganismo se da pelas MAMPS (microbe-
associated molecular patterns). Um destes MAMPS € o LPS (lipopolissacarideo) presente nas
bactérias gram-negativas, que é reconhecido por receptores (patterns recognition receptors)
altamente conservados presentes nas plantas (O"'BRIEN et al., 2012)

O patdgeno, ao invadir uma planta, desencadeia uma série de mecanismos de defesa.
As respostas mais imediatas nas células invadidas correspondem a: geracdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs), sintese de Oxido nitrico (ON), rearranjos no citoesqueleto,
modificacbes no estado de fosforilacdo de proteinas, resposta hipersensivel e inducdo génica
(HAMMOND-KOSACK; JONES, 2000). Estas respostas do vegetal sdo, até o presente,
descritas na literatura apenas para invasdes de patdgenos.

As células vegetais, ao reconhecerem danos em sua parede causados pela entrada de
patdgenos, ativam a producdo de barreiras fisicas, como caloses e lignificacdo
(HUCKELHOVEN et al., 1999; GAYOSO et al., 2004) na tentativa de impedir a entrada de
outros patogenos. Outras modificagbes também vdo ocorrendo: alteracdo de vias do
metabolismo secundario, interrupcdo do ciclo celular, estimulo da sintese de proteinas
relacionadas a patogénese (PR), acumulo de &cido benzdico e salicilico, produgéo de etileno e
acido jasmonico.

Toda esta série de eventos citados acima ocorre apenas nas células vegetais que estdo
em contato com 0 microrganismo e em pouco tempo. Logo depois, € possivel observar
mecanismos de resposta sistémica dependendo do microrganismo invasor: a Resisténcia
Sistémica Adquirida (SAR) e a Resisténcia Sistémica Induzida (ISR) (DURRANT; DONG,
2004). Alguns mecanismos citados acima fazem parte deste trabalho e serdo explicados a

sequir.
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1.7 Oxido nitrico e Espécies Reativas de Oxigénio

Oxido Nitrico (NO) é uma molécula bioativa capaz de exercer uma série de
sinalizacdes em espécies filogeneticamente distantes (BELIGNI; LAMATTINA, 2001). NO ¢
um radical livre que pode ganhar ou perder elétron, dependendo da situagdo. Em funcéo de
sua estrutura quimica peculiar, que Ihe permite estabilidade e reatividade e de suas atividades
de reducdo/oxidacdo intercambiaveis, NO é reconhecido como molécula sinalizadora intra e
intercelular (DURNER et al., 1998). O radical livre NO tem uma meia-vida de poucos
segundos, reagindo rapidamente com O, formando didéxido de nitrogénio (NO;) que é
oxidado a nitrito e nitrato em solugdes aquosas (NEILL; DESIKAN; HANCOCK, 2003).
Todavia, este radical livre gasoso difunde rapidamente através de membranas biologicas e
pode desempenhar um papel sinalizador célula-célula em breves periodos de tempo
(BELIGNI; LAMATTINA, 2001) em respostas de plantas a estresses bidticos e abioticos
(NEILL et al., 2008). NO também reage rapidamente com proteinas, especialmente amino
acidos reativos como cisteina e tirosina e com varios receptores e fatores de transcricdo
(STAMLER et al., 2001). NO pode induzir genes envolvidos na defesa e protecdo da célula
(FERRARINI et al., 2008). Como consequéncia, causa morte celular, fragmentagéo celular,
estimulo da germinacdo de sementes, regulacdo do fechamento de estdmatos induzido por
acido abscisico, amadurecimento de frutos e senescéncia de flores, sinalizacdo de defesa de
plantas contra patdgenos. Foissner et al. (2000) demonstrou que o fungo Phytophthora
cryptogea induziu células epidérmicas de tabaco a aumentarem sua producédo de NO.

As EROs sdo moléculas toxicas formadas durante funcdes metabdlicas normais nos
peroxissomos ou induzidas por estimulos ambientais aos quais as plantas estdo
constantemente expostas (HAMMOND-KOSACK; JONES, 2000). As principais EROs
produzidas incluem os seguintes radicais livres: O,, Oy, H,O, e OH". Um excesso de EROs é
danoso para as celulas, pois pode causar peroxidacdo de lipideos, oxidacdo de proteinas,
danos nos &cidos nucleéicos e inibigdo de certas enzimas (BARNA et al., 2012).

As plantas sdo capazes de produzir altas quantidades de peroxido de hidrogénio em
resposta a estresses bidticos (BOLWELI et al., 2001). Segundo Apel e Hirt (2004) o peroxido
de hidrogénio é capaz de induzir diversos outros mecanismos de defesa além de ativar a morte
programada das células.

A planta, ao reconhecer um microrganismo invasor desencadeia uma resposta

hipersensivel, onde sdo liberadas EROs e NO, para delimitar a zona infectada e suprimir a
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multiplicacdo do patdégeno (FLORES et al., 2008; HONG et al., 2008). A répida producéo de
EROs é capaz de inibir o crescimento do microrganismo.

Em condic¢des normais, a célula produz EROs ao longo do tempo, mas também possui a
capacidade de produzir enzimas destoxificantes que inativam estas EROs (BOLWELL et al.,
2001). Sabe-se que em situagdes de estresse, por exemplo, quando um microrganismo invade
a planta, a produgéo de EROs aumenta e a de enzimas destoxificantes, cai, para que as EROs
ndo sejam combatidas e eliminem o microrganismo

A sintese de NO potencializa a acdo das EROs induzindo a célula vegetal a morte
(HAMMOND-KOSACK; JONES, 2000).

1.8 Os Metabdlitos secundarios podem atuar tanto em infec¢cdes benéficas como contra

patdgenos

As plantas produzem metabdlitos secundarios que, aparentemente, ndo tém funcéo no
crescimento e desenvolvimento das plantas. Entre estas substancias estdo compostos fenolicos
como os flavonoides e os fenilpropandides (TAIZ; ZEIGER, 2006). Os compostos fenolicos
compreendem um grupo de metabdlitos secundarios que pode atuar na protecdo contra raios
ultravioleta, na polinizagdo e na interacdo planta-microrganismo (HAMMOND-KOSACK;
JONES, 2000). A interacdo rizObio-leguminosa, que prevé uma infeccdo bacteriana, €
interessante para a planta. Para a atracdo das bactérias, flavonoides sdo liberados pela raiz
induzindo a expressdo de genes bacterianos requeridos para que o processo de infec¢do ocorra
(TREUTTER, 2006). Estes compostos também podem atuar em plantas nao-leguminosas.
Webster et al. (1998) verificaram que o flavonoide naringenina estimula a colonizagdo de
raizes de trigo pela bactéria diazotrofica Azorhizobium caulinodans. A colonizagdo de plantas
de arroz pela bactéria endofitica diazotrofica Serratia sp. foi estimulada na presenca dos
flavonoides quercetina e daidzeina (BALACHANDAR et al., 2006).

Alguns compostos fenolicos podem agir como barreiras fisicas dificultando a
penetracdo dos microrganismos (TAIZ; ZEIGER, 2006). Um exemplo séo as fitoalexinas,
compostos de baixo peso molecular com atividade antimicrobiana, sintetizadas pela planta em
resposta a infecgdo por bacterias ou fungos (MANDAL; CHAKRABORTY; DEY, 2010).
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1.9 Poliaminas

As poliaminas sdo compostos alifaticos de baixo peso molecular, derivadas dos
aminoacidos arginina e ornitina, encontradas em bactérias, fungos, plantas e animais
(BARON; STASOLLA, 2008). As mais estudadas sdo: putrescina, espermina e espermidina.

Estdo presentes em todos os compartimentos da célula vegetal, indicando assim sua
participacdo em diversos processos fundamentais: transcricdo, processamento de RNA,
mudancas de fluidez da membrana (KUZNETSOV; RADYUNKA, SHEVYANOVA, 2006).
A concentragdo das poliaminas e as razdes entre elas variam entre as espécies, 6rgdos e tecido
vegetal, além do estagio de desenvolvimento (KUZNETSOV; RADYUNKA,
SHEVYANOVA, 2006).

O metabolismo das poliaminas inicia com a biossintese de putrescina a partir de
arginina e/ou ornitina; a putrescina é convertida em espermidina e subsequentemente em
espermina. Estes compostos participam de diversos processos de crescimento e
desenvolvimento da planta em resposta a estresses bidticos e abidticos (KUZNETSOV;
RADYUNKA, SHEVYANOVA, 2006).

A espermina € a poliamina biologicamente mais ativa que as demais, agindo na
estabilizacdo das membranas celulares, interagindo com proteinas nucleares, estimulando a
sintese de pectina e de hemicelulose, além de exercer acdo antioxidante (BOUCHEREAU et
al., 1999)

Alguns trabalhos mostram uma relacdo entre poliaminas e infeccdo da planta por
patdgenos, pois, nestas circunstancias foi observado um aumento no nivel de poliaminas,
particularmente de espermina e espermidina (YAMAKAWA et al., 1998; TORRIGIANI et
al., 1997). N&o foi encontrado nenhum artigo que relacionasse a concentracao de poliaminas

em associagOes benéficas planta/bactéria.

1.10 Acido jasmdnico, Acido salicilico e Etileno s&o ativadores de genes de defesa

Outras moléculas, além das citadas acima, sdo sintetizadas na presenca do patégeno
com o intuito de restringir sua invasdo na planta (LOPEZ; BANNENBERG; CASTRESANA,
2008). Substancias tais como &cido salicilico (SA), acido jasménico (JA) e etileno (ET) séo as
principais moléculas que sinalizam a ativacio de genes de defesa (LOPEZ; BANNENBERG;
CASTRESANA, 2008).
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SA estd primariamente ligado a resisténcia de patégenos biotroficos (utilizam-se de
nutrientes de tecidos de hospedeiros vivos), enquanto que o JA e o ET medeiam resisténcia
para a maioria dos patdgenos necrotroficos (utilizam-se de nutrientes de células mortas),
indicando que a ativacdo de vias de sinalizacdo de defesa depende do modo de vida do
patogeno e do tipo de infeccdo (LOPEZ; BANNENBERG; CASTRESANA, 2008). O JA
desreprime genes responsaveis pela sintese de substancias de defesa da planta: defensinas,
tioninas e inibidores de proteinase (HAUSE et al., 2002). O tratamento com SA de plantas
infectadas com virus do mosaico do tabaco induziu resisténcia e acimulo de proteinas
vegetais relacionadas a patogénese (WHITE, 1979).

A via biossintética de ET inicia com o aminodcido metionina que € convertido a S-
adenosil-metionina (AdoMet) pela enzima S-AdoMet sintase (ADS). AdoMet é o maior
doador de grupos metila em plantas e estd envolvido em reacdes de metilacdo de lipidios,
proteinas, ou acidos nucléicos. AdoMet é convertido pela enzima ACS a 5-metiltioadenosina
(MTA), que é convertida de volta a metionina via ciclo de Yang e a é&cido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico (ACC), o precursor de ET. ACC ¢ finalmente oxidado pela

ACC oxidase (ACO) para formar ET, cianeto e didxido de carbono.

1.11 Resisténcia Sistémica Induzida

A ISR pode ser desencadeada por microrganismos rizosféricos que ndo causam
sintomas visiveis de doenca no hospedeiro (VAN LOON; BAKKER, PIETERSE, 1998).
Duas moléculas sinais, JA e ET, estdo envolvidas na ativacdo deste mecanismo que aumenta a
capacidade defensiva da planta contra patdgenos. Uma vez induzido este mecanismo, as
plantas ficariam protegidas por um tempo consideravel, indicando que a ISR desencadeada é
relativamente estavel (VAN LOON, 2007).

Trabalhos recentes demonstram que é possivel propor que o controle da populagdo
endofitica pela planta mantém a defesa do vegetal alerta, em status de vigilancia permanente.
Arencibia et al. (2006) verificaram que a inoculacdo da bactéria endofitica G. diazotrophicus
protegeu a cana-de-agucar contra o patdgeno Xanthomonas albilineans. A protecdo foi
avaliada pela verificacdo de efeitos externos na planta e de transcritos (MRNA)
diferencialmente expressos. Os autores também observaram que G. diazotrophicus induziu a
expressao diferencial de transcritos homologos aqueles da via do etileno, molécula esta
importante no desencadeamento da ISR. Harish et al. (2008) mostraram que a inducdo de

resisténcia sistémica por bactérias endofiticas promotoras de crescimento foi efetiva contra o
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virus do topo em leque em plantas de banana. A expressdo de enzimas e proteinas
relacionadas a patogénese foi potencializada pela presenca de endofitos apds a infeccao pelo
patdgeno.

Assim, conclui-se que a aplicacdo de bactérias endofiticas pode ser uma maneira de
controlar biologicamente microorganismos que causam doencas em plantas, tendo um papel

importante na agricultura sustentavel.

1.12 Resisténcia Sistémica Adquirida

A SAR é um mecanismo que confere protecdo em longo prazo contra diversos
microrganismos patogénicos. Este tipo de defesa requer uma molécula sinal, o acido salicilico
(DURRANT; DONG, 2004). Este mecanismo esta sempre associado com o acumulo de
proteinas relacionadas a patogénese tanto no nivel local, como sisttmico (VAN LOON,
2007).

As proteinas relacionadas a patogénese (proteinas PR) acumulam-se rapidamente nos
tecidos vegetais apds o contato com patdgenos ou ataque por insetos herbivoros ou, também,
em resposta ao tratamento com determinados compostos quimicos ou a outros tipos de
estresse (VAN LOON et al., 1994). Atualmente as proteinas PR sdo classificadas em 17
familias distintas. Cada familia de possui uma propriedade especifica: quitinase, inibidor de
protease, endoproteinase, peroxidade, defensina, tionina, ribonuclease, e B-1,3-glicanase
(EDREVA, 2005). Muitas apresentam atividade antimicrobiana comprovada (KOMBRINK;
HAHLBROCK, 1986; ROULIN; BUCHALA, 1995). Quitinases e glicanases podem degradar
0s polissacarideos estruturais de fungos reduzindo assim seu crescimento (HAMMOND-
KOSACK; JONES, 2000).

1.13 Co-culturas podem ser eficientes modelos para analisar interacdes entre bactérias e

plantas

A técnica de cultura de tecidos vegetais permite abordagens de aspectos bioquimicos,
moleculares e estruturais para estudos de crescimento e da morfogénese de células vegetais in
vitro. Se um fragmento vegetal de um organismo integro (explante) for colocado em meio de
cultura contendo reguladores de crescimento, o controle ao qual estavam mantidas as células é

liberado, e uma nova condicdo € estabelecida. Nesta situacdo as células podem se
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desdiferenciar e tornar-se competentes para diferentes vias de crescimento e diferenciagdo
(EVANS; COLEMAN; KEARNS, 2003).

A utilizacdo de calos, provenientes de cultura de células vegetais, para estudos de
associacdo com microrganismos apresenta inUmeras vantagens, destacando-se: a
disponibilidade constante de matéria-prima pouco ou ndo diferenciada, a relativa
homogeneidade celular, a sincronia da fase de desenvolvimento, a facilidade de transferéncia
para repicagem e a auséncia de microrganismos interferentes (EVANS; COLEMAN;
KEARNS, 2003).

O uso de co-culturas permite avaliar contribuigdes reciprocas entre as células vegetais
e 0s microrganismos. Essas associacOes possibilitam o estudo simultdneo da fisiologia dos
microrganismos e das células vegetais, relacionando ao desenvolvimento populacional, a
atividade de enzimas importantes e a producdo de substancias fundamentais para ambos 0s
tipos de células.

Os trabalhos com co-culturas evidenciam que estimulos ou inibi¢cBes do crescimento
dos microrganismos e da atividade da nitrogenase bacteriana dependem da planta, da bactéria
e do meio utilizado para a realizacdo das co-culturas (DEMORANVILLE et al., 1981;
HOLSTEN et al., 1971; PENCE et al., 1982; PREININGER et al., 1997). Calos de Nicotiana
tabacum, Pennisetum americanum e Eremochloa ophiuroides ndo sobreviviam quando
inoculados com Azospirillum brasilense em meio sem fonte de nitrogénio combinado, mas,
calos de cana-de-acUcar puderam ser co-cultivados com esta bactéria, com sucesso (VASIL et
al. (1979). O microrganismo assegurou a sobrevivéncia e o crescimento dos tecidos da planta
em meio deficiente de nitrogénio, por mais de 18 meses (BERG; VASIL; VASIL., 1979).
Child e Kurz (1978) observaram que calos de células de arroz, trigo, cenoura e tabaco, quando
em co-cultura, liberaram nutrientes adequados para suprir deficiéncias nutricionais de

microrganismos diazotréficos (Spirillum e Rhizobium).

1.14 Justificativa

Os estudos iniciais no Laboratério de Fisiologia de Microorganismos, enfocando a
interacdo entre bactéria endofitica diazotrofica e calos de cana-de-agUcar, foram realizados
por Martins (2007). Neste trabalho foram estabelecidas as condi¢des ideais para a realizacéo
de co-culturas entre os calos e bactérias endofiticas diazotroficas isoladas de cana-de-agUcar.
Foi verificada a influéncia dos calos sobre as bactérias e vice-versa. Foi observado que 0s

calos influenciaram no crescimento bacteriano estimulando-o ou inibindo-o parcialmente. A
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atividade especifica da nitrogenase foi inibida pelos calos em alguns isolados. A presenca de
bactérias endofiticas diazotroficas dos géneros Herbaspirillum sp., Pseudomonas sp. e
Enterobacter sp. levou a um acréscimo do conteudo protéico total de calos de cana-de-acgucar,
em co-culturas em meio isento de N-combinado. Estes resultados demonstraram que a co-
cultura entre calos de células vegetais com bactérias endofiticas diazotréficas seria um
método apropriado para a observacdo de acréscimo de nitrogénio combinado, incorporado
pelas células vegetais, proveniente da fixacdo de N, (Martins, 2007).

Outro trabalho enviado este ano para publicagdo (MARTINS et al., 2013) comparou
dois sistemas: um, de co-culturas de bactérias diazotréficas com calos e outro, de plantulas de
cana-de-acucar inoculadas com as mesmas bactérias: Enterobacter sp., Klebsiella sp. e
Pantoea sp. As relacBes entre diferentes bactérias e as plantulas provocaram efeitos
diferentes, pois, Enterobacter sp. péde se multiplicar em todos os 6rgdos da plantula,
Klebsiella sp. teve a multiplicacdo limitada pela plantula e se localizou apenas na raiz e
Pantoea sp. foi totalmente eliminada pela plantula. ReagGes similares foram observadas nas
co-culturas: Enterobacter sp. foi mantida em co-cultura em elevadas populacdes, Klebsiella
sp. foi reduzida em 23% e Erwinia sp. foi eliminada. Esses resultados mostraram que, tanto as
plantulas como os calos podem responder de maneira similar a presenca das bactérias e que as
reacOes podem ser diferentes conforme o género. Estes dados indicaram um caminho para se
evidenciar que co-culturas com calos seriam modelos adequados para o estudo de interagdes
entre plantas e bactérias.

Esse conjunto de resultados levou a proposta de pesquisa de quais mecanismos
estariam envolvidos nas diferentes interacdes planta-microrganismo observadas. No presente
trabalho aumentou-se o nimero de isolados estudados com a intencéo de dar continuidade ao
estudo da interacdo entre cana-de-agucar e bactérias endofiticas, aprofundando-se em alguns
mecanismos de defesa da célula vegetal em resposta a inoculacéo destas bactérias. Estudos da
relacdo entre Enterobacter ICB481 com calos de cana-de agUcar foram inseridos no presente
trabalho para efeito de comparagdo com os resultados obtidos com a inoculacéo desta mesma
linhagem em pléantulas micropropagadas de cana-de-aglcar. Os dados, em ambos os sistemas,

mostraram similaridade.

MARTINS, R. C. R.; SOTO, H. H.; FERRARA, F. I. S.; MONDIN, M.; ARAUJO, W. L.; FLOH, E.
l. S.; QUECINE, M. C.; APPEZZATO-DA-GLORIA, B.; CHABREGAS, S. M.; BARBOSA, H. R.
Sugarcane calluses and plantlets respond similarly to the invasion by diazotrophic Enterobacter,
Klebsiella and Erwinia. Artigo submetido para publicagdo. 2013.
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2 OBJETIVOS

Este trabalho teve por objetivo estudar a interacdo entre bactéria e células vegetais
indiferenciadas e se propds a:
- Avaliar a influéncia do calo de cana-de-agUcar sobre:
a) 0 crescimento bacteriano

b) a atividade da nitrogenase bacteriana

- Avaliar a influéncia das bactérias endofiticas sobre os seguintes parametros do calo de cana-
de-agUcar:

a) o conteldo protéico

b) a liberacdo de 6xido nitrico

c) a liberacéo de etileno

d) a liberagdo de espécies reativas de oxigénio

e) o contetido de &cido salicilico

f) o conteido de poliaminas
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material Bioldgico

3.1.1 Microrganismos

Foram utilizadas seis diferentes linhagens de bactérias endofiticas fixadoras de N,
pertencentes a colecdo de culturas de bactérias fixadoras de nitrogénio isoladas de cana-de-
aclucar do Laboratorio de Fisiologia de Microorganismos/ICB/USP: Enterobacter sp.
(ICB113), Enterobacter sp. (ICB117), Klebsiella sp. (ICB375), Pseudomonas sp. (ICB383),
Pantoea sp. (ICB 409) e Enterobacter sp. (ICB481) (Tabela 1).

Tabela 1 — Linhagens bacterianas, érgédo e variedade de cana-de-agucar da qual foram
isoladas, nimero de acesso no GenBank.

Orgéo

Linhagem da N° de Identidade Varledade,de
acesso cana-de-agucar
planta
ICB113 Caule HQ413274 Enterobacter sp. SP791011
ICB117 Caule  HQ413276 Enterobacter sp. SP791011
ICB375 Raiz  HMO055491 Klebsiella sp. SP801816
ICB383 Raiz  HMO055492 Pseudomonas sp. SP801816
ICB409 Raiz  HMO013841 Pantoea sp. SP801816
ICB481 Raiz  HM748076 Enterobacter sp. SP801816

3.1.2 Material Vegetal

Culturas de calos de cana-de-aclcar (Saccharum sp.), gentilmente fornecidas pelo
Centro de Tecnologia Canavieira, induzidas a partir de tecidos de cana-de-aglcar das
variedades SP 801816 e SP 791011.
3.2 Meios de Cultura
3.2.1 Meio MS

As culturas de calos foram mantidas a 25 °C+2, no escuro, em meio de cultura MS

(Tabela 2) (MURASHIGE; SKOOG, 1962) suplementado com 3 mg.L™ de 2,4-D (4cido 2,4-

diclorofenoxiacético), e 7 g.L™ de 4gar. O pH do meio foi ajustado para 5,8 com NaOH 1 N.
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Os calos foram multiplicados por subculturas periddicas (20-30 dias) em meio de cultura MS,
no Laboratorio de Biologia Celular de Plantas (BIOCEL)/IB/USP.

Tabela 2 - Composi¢do do meio de cultura MS*.
Concentracéao Final

Composto

g.L*
NHsNO3 1,65
KNO3 1,90
K>,HPO, 0,17
HsBO3 0,0062
Kl 0,00083
Na,M00,4.2H,0 0,00025
CoCL,.6H,0 0,000025
CaCL,.2H,0 0,44
MgS0,.7H,0 0,37
MnSQO,.H,0 0,0169
ZnS0,4.7H,0 0,0086
CuS04.5H,0 0,00025
Na,EDTA.2H,0 0,0373
FeS0O,4.7H,0 0,0278
Tiamina-HCL 0,0001
Piridoxina-HCL 0,0005
Acido nicotinico 0,0005
Glicina 0,002
Mio-inositol 0,1
Sacarose 20

* MURASHIGE; SKOOG, 1962.

3.2.2 Meio MS modificado (MSM)

Meio MS isento de fontes de nitrogénio combinado (NH4;NO3; e KNO3) foi utilizado
nas co-culturas para possibilitar a ocorréncia da fixacdo de nitrogénio. Para o preparo dos
meios sélido e semi-sélido foram adicionados 7 e 1,8 g.L™* de 4gar, respectivamente. O pH do

meio foi ajustado para 5,8 com NaOH 1 N.

3.2.3 Meios NFb e INFb

Para o inoculo, manutencdo das culturas e para a contagem de Unidades Formadoras
de Coldnias (UFC), foram utilizados os meios NFb para Enterobacter sp. e Klebsiella sp. e
JNFb para Pseudomonas sp. e Pantoea sp. (Tabela 3) (DOBEREINER; BALDANI;
BALDANI, 1995). Os meios de cultura NFb e JNFb foram suplementados com 2 mL de Azul
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de Bromotimol (0,5% em KOH 2N) e 4 mL de FeEDTA (solucgdo 1,64%). Para o preparo do
meio sélido foi adicionado 15 g.L™ de 4gar. O pH do meio JNFb foi ajustado para 5,8 e o do
meio NFb para 6,5-6,8 com NaOH 1 N.

Tabela 3 — Composicao dos meios de cultura JNFB e NFB *.

Meios NFb JNFB
Concentracgéo Final Concentracgéo Final
Composto gL* gL?

Acido malico 5 5
K;HPO4 0,5 0,6
KH,PO, -- 1,8

CaCl,.2H,0 0,02 0,02

MgS0O,.7H,0 0,2 0,2

Na,Mo00,4.2H,0 0,002 0,002
NaCl 0,1 0,1
KOH 4,5 4,5

CuS04.5H,0 0,00008 0,00008

ZnS0,.7H,0 0,0024 0,0024
H3BO3 0,0028 0,0028

MnSQO,4.H,O 0,00235 0,00235
Biotina 0,00001 0,00001

Piridoxol-HCI 0,00002 0,00002

* DOBEREINER; BALDANI; BALDANI, 1995.

3.3 Suspensdao celular de cana-de-acgucar

Quinhentos miligramas de células de cana-de-acUcar cultivadas em meio MS semi-
solido foram dissociadas e inoculadas em 50 mL de meio MS liquido em frascos erlenmeyer
com capacidade de 250 mL. Estes frascos foram mantidos sob agitagdo (120 rpm) a 25 °C+2,
no escuro, realizando-se subcultivos a cada 21 dias. As suspensdes celulares obtidas foram
filtradas em peneira de dissociacdo celular (Sigma® S-1145, malha 100 pm) e as células
retidas foram utilizadas nos ensaios de medidas de ON (6xido nitrico) e EROs (Espécies

Reativas de Oxigénio).
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3.4 Preparacéo do ino6culo bacteriano

O in6culo de cada linhagem bacteriana foi preparado no meio de cultura seletivo
liquido, ao qual foram adicionadas 1,32 g.L™ de sulfato de aménio e foi incubado com

agitacdo por 16 horas a 30 °C+2.

3.5 Montagem dos sistemas de co-cultura

Para o estabelecimento dos sistemas de co-cultura (Figura 1) aliquotas de 100 uL desta
cultura foram inoculadas em frascos tipo penicilina de 15 mL de volume, contendo 6,0 mL de
meio MSM semi-solido. Um calo de 0,2 g foi colocado na superficie de uma cultura
bacteriana recém-inoculada, sendo sustentado por uma rede de algodao estéril presa ao frasco
por uma linha de algoddo. Os ensaios foram realizados com co-culturas das seis bactérias,
individualmente. Para cada ensaio foi montada uma bateria de frascos com a finalidade de
realizar as medidas de: crescimento bacteriano, atividade da nitrogenase, conteido protéico
dos calos, liberacdo de etileno, 6xido nitrico, poliaminas, &cido salicilico e compostos
fendlicos. Em frascos contendo meio semi-sélido MS também foi determinado o contetdo
protéico dos calos. Os frascos foram incubados a 25 “C£2, no escuro, por até 8 semanas, sem

agitacdo. As amostras foram retiradas periodicamente.

Figura 1 — Frasco de co-cultura.
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3.6 Verificacdo do efeito dos calos sobre as bactérias
3.6.1 Crescimento bacteriano

Para a contagem de bactérias foram enumeradas as Unidades Formadoras de Coldnias
(UFC) pelo método da gota (BARBOSA et al., 1995). Para cada amostragem foram utilizados

dois frascos de co-cultura e dois de cultura pura.
3.6.2 Atividade da nitrogenase

A atividade da nitrogenase foi analisada pelo método da reducdo de acetileno (ARA)
(ANDERSON et al., 2004). Para cada amostragem foram utilizados trés frascos de co-cultura
e trés da cultura pura. Aos frascos devidamente vedados foram adicionados 10 % de acetileno
e incubados a 30 °C por 48 horas. A producdo de etileno foi testada quantitativamente
injetando-se 0,1 mL da fase aérea em cromatografo a gas Shimadzu GC-14A, com coluna
Porapak-N 80/100 — INOX a 70 °C, injetor a 180 °C e detector a 230 °C. As concentracdes das
amostras foram calculadas comparando-se com curva padrdo de etileno e aplicando-se a
equacdo geral dos gases: n= RT/PV onde n = nimero de moles de etileno, R = constantes dos
gases = 0,082 atm.L.mol™.K™?, T = temperatura em K, P = pressdo em atm e V = volume da

amostra em litros.
3.7 Verificacdo do efeito das bactérias sobre os calos
3.7.1 Conteudo protéico

Para a determinacdo do conteudo protéico, em cada amostragem, foram utilizados
cinco calos de 0,2 g cada, que, depois de pesados, foram triturados e submetidos a extracao de
proteinas. As proteinas foram extraidas com 1,3 mL de tampao fosfato (pH 7,5), contendo 50
mM de fosfato de sodio dibasico, 10 mM de 2-mercaptoetanol e 50 mM de fluoreto de
fenilmetilsulfonil (PMSF) e incubadas durante 30 minutos a 4 °C. O material foi centrifugado
por 10 minutos a 20000 g a 4° C. O precipitado foi re-extraido com 0,2 mL do mesmo
tampdo. O sobrenadante contendo as proteinas sollveis foi armazenado a -20 °C (SILVEIRA
et al., 2004). A concentragdo de proteinas foi determinada pelo método de Bradford (1976),
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com albumina bovina como padréo em um espectrofotdmetro Cary 50 Bio Spectrophotometer
(leitura das amostras e padrdo em comprimento de onda de 595 nm).

3.7.2 Liberacéo de etileno

Para a determinacdo da liberacdo de etileno pelos calos, em cada amostragem foram
utilizados trés frascos de co-cultura, trés frascos da cultura pura bacteriana e trés frascos de
calo sem inoculacdo bacteriana. Todos os frascos utilizados foram montados de acordo com o
item 3.5. A producdo de etileno pelo calo de cana-de-agucar foi testada quantitativamente
injetando-se 1 mL da fase aérea em cromatdégrafo a gas Shimadzu GC-14A, com coluna
Porapak-N 80/100 — INOX a 70 °C, injetor a 180 °C e detector a 230 °C. As concentracdes das
amostras foram calculadas comparando-se com curva padrdo de etileno e aplicando-se a
equacdo geral dos gases: n= RT/PV onde n = nimero de moles de etileno, R = constantes dos
gases = 0,082 atm.L.mol™.K™?, T = temperatura em K, P = pressdo em atm e V = volume da

amostra em litros.
3.7.3 Liberacao de 6xido nitrico — Técnica 1

A quantificacdo de ON foi determinada atraveés da medida de nitrito nos meios de
cultura onde foram realizadas: as culturas de calo controle as co-culturas de calo de cana-de-
acucar com as linhagens bacterianas estudadas. Aliquotas de 50 puL do meio de cultura liquido
foram incubadas com um volume igual de reagente de Griess (Promega, Madison, WI, EUA).
A Densidade Optica foi determinada em leitor de ELISA (Bio-Rad) ajustado a comprimento
de onda de 540 nm. Os resultados foram expressos em UM de NO, com base em curva

padrdo com concentracdes conhecidas de nitrito de sédio (NaNO,).
3.7.4 Liberacéao de Oxido nitrico — Técnica 2

A quantificacdo de ON nas suspensoes celulares foi realizada de acordo com a
metodologia descrita por Silveira et al. (2006). Sessenta miligramas de células de cana-de-
acucar em suspensao foram inoculadas em 1 mL de meio MS e mantidas em cultura, sob
agitacdo de 60 rpm, a 25 °C+2 por 1 hora. Para a quantificacdo do ON extracelular, adicionou-
se 0 marcador de fluorescéncia DAR-4M (diaminorhodamine 4M) que é impermedvel a

membrana plasmatica. Para se quantificar o ON intracelular utilizou-se o reagente DAR-4M
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AM (diaminorhodamine 4M acetoxymethyl ester) que é permedvel & membrana plamatica.
Apbs a adicdo destes reagentes, aproximadamente 10* células bacterianas.mL™, provenientes
do in6culo descrito no item 3.4, foram adicionadas as células em suspensao. Imediatamente
apos a adicao das bactérias procedeu-se a quantificacdo da fluorescéncia por um periodo del8
horas, a 25 °C+2. A quantificacdo da fluorescéncia foi determinada utilizando-se um
fluorémetro (Victor 3TM — PerkinElmer), com excitacdo em comprimentos de onda de 560

nm e emissao em 575 nm.

3.7.5 Conteldo de espécies reativas de oxigénio

A quantificacdo de EROs nas suspensdes celulares foi realizada de acordo com a
metodologia descrita por Laxalt et al. (2007). Sessenta miligramas de células de cana-de-
acucar em suspensdo foram inoculadas em 1 mL de meio MS e mantidas em cultivo, sob
agitacdo de 60 rpm, a 25 °C+2,por 1 hora. Ap6s 30 minutos adicionaram-se: o0 reagente
H,DCFDA (2'-7'-diclorofluoresceina diacetato) e as bactérias em concentracdo de
aproximadamente 10* mL™ provenientes do indculo descrito no item 3.4,. A quantificacéo da
fluorescéncia foi determinada por um periodo de 18 horas, a 25 °C+£2, utilizando-se um
fluorémetro (Victor 3TM — PerkinElmer), com excitacdo em comprimentos de onda de 502

nm e emissdo em 523 nm.

3.7.6 Poliaminas

Para a analise de poliaminas foram utilizados calos em co-culturas e calos controle.
Amostras de 200 mg de calos de cana-de-aglcar foram trituradas em 1,4 mL de &cido
perclérico (PCA) 5% (v/v). O material triturado foi incubado a 4 °C por uma hora e
posteriormente centrifugado a 20000 g por 20 minutos a 4 °C. O precipitado foi re-extraido
com 0,2 mL de PCA 5% e submetido a nova centrifugacdo. O sobrenadante contendo as
poliaminas livres foi armazenado a -20 °C. As poliaminas conjugadas foram extraidas por
hidrolise acida, utilizando-se 0,2 mL do sobrenadante em volume igual de HCI 12 N, por 18 h
a 110 °C no escuro. As amostras foram entdo secas a 40 °C sob jato de nitrogénio e
ressuspendidas em 180 pL de PCA 5% (SILVEIRA et al., 2004).

As poliaminas livres e conjugadas foram derivatizadas misturando-se 40 pL da
amostra a 100 pL de cloreto de dansil (5 mg.mL™ em acetona), 50 uL de solucio saturada de

NaHCO3; e 20 upL de 1,7-diaminoheptano (DAH). Ap6s a mistura, as amostras foram
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incubadas por 50 min a 70 °C, no escuro. Com a adi¢do de 25 pL de prolina (100 mg.mL™), o
excesso do cloreto de dansil foi convertido em dansil-prolina incubando por 30 min a
temperatura ambiente. Em seguida, as poliaminas derivatizadas foram particionadas com 200
uL de tolueno. A fase apolar foi coletada (175 pL), seca sob jato de nitrogénio e
ressuspendida em 175 pL de acetonitrila. A identificagdo e quantificagdo das poliaminas
foram realizadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), utilizando-se uma
coluna C18 de fase reversa (Shimadzu Shim-pack CLC ODS). Como fase movel foram
utilizadas as solucbes de acetonitrila absoluta e acetonitrila 10% em agua, com pH de 3,5
ajustado com HCI 1 N. O programa de eluicéo da fase mdvel iniciou com 65 % de acetonitrila
absoluta e foi gradativamente aumentando até 100 % durante um tempo total de corrida de 35
min com fluxo de 1 mL.min®, a 40 °C. O detector de fluorescéncia foi ajustado com
comprimento de onda de excitacdo a 340 nm e emissdo a 510 nm. Foram injetados 20 puL de
cada amostra derivatizada com o cloreto de dansil. As &reas dos picos, 0s tempos de retencéao
e a concentragdo de cada poliamina foram identificados e quantificados comparando-se com

seus padrdes (putrescina, cadaverina, espermidina e espermina).
3.7.7 Producao de acido salicilico

Para a analise da producéo de acido salicilico foram utilizados calos em co-culturas e
calos controle. Quinhentos miligramas de calo foram triturados com 1 mL de metanol 90% e
60 uL de DHBA (3,4 &cido dihidroxibenzoico). As amostras foram sonicadas por 5 minutos e
centrifugadas a 14000 g por 5 minutos a 20 °C. O sobrenadante foi coletado e o precipitado
foi lavado com 0,5 mL de metanol 100%. Aos sobrenadantes coletados adicionou-se 10 uL de
hidroxido de sédio 0,2 M. As amostras foram entdo secas em SpeedVac em temperatura
ambiente até restar aproximadamente 50 pL. Ao residuo foram adicionados 250 uL de acido
tricloroacético 5%. As amostras foram particionadas com 800 uL de acetato de
etila:ciclohexano (1:1, v/v). A fase superior contendo o &cido salicilico livre foi coletada. A
fase inferior foi particionada novamente. As amostras foram entdo secas em SpeedVac em
temperatura ambiente até restar aproximadamente 25 uL e ressuspendidas em 300 pL de
metanol 90%. O acido salicilico conjugado foi extraido por hidrolise acida, adicionando-se
300 uL de HCI 8M a fase aquosa da etapa anterior por 1 hora a 80 °C. As amostras foram
particionadas novamente com 800 pL de acetato de etila:ciclohexano (1:1, v/v). A fase
superior foi coletada, seca em SpeedVac e ressuspendida em 300 uL de metanol 90%
(VERBERNE et al., 2002).
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A identificacdo e quantificacdo do &cido salicilico foi realizada por HPLC, utilizando-
se uma coluna C18 de fase reversa (Supelco-Supelcosil). Como fase moével foi utilizada uma
solucdo contendo metanol 10% e acetato de sédio 0,2M com pH de 2,9 ajustado com HCI 12
N. O tempo total de corrida foi de 15 minutos com fluxo de 1 mL.min™, a 40 °C. O detector
de fluorescéncia foi ajustado com comprimento de onda de excitacdo a 295 nm e emisséo a
412 nm. Foram injetados 20 puL de cada amostra. As areas dos picos, os tempos de retengdo e
a concentracao do acido salicilico foram identificados e quantificados comparando-se com seu

padrdo.
3.8 Analise Estatistica

Todos os dados obtidos foram representados com média e desvio padréo.

Para a analise dos dados de poliaminas e de producdo de etileno foi realizado o teste
ANOVA (P < 0,05) seguido por teste de Dunnett (P < 0,05).

Para a analise dos demais dados foi realizado o teste ANOVA (P < 0,05) seguido por
teste de Tukey (P < 0,05).
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4 RESULTADOS

A primeira etapa deste trabalho foram montadas co-culturas com seis linhagens
pertencentes a quatro diferentes géneros bacterianos. Culturas de Enterobacter ICB113 e
Enterobacter ICB117 foram repetidas para confirmacao dos dados. Enterobacter ICB481 foi
aqui estudada com duas finalidades: -de verificar se linhagens distintas do mesmo género
apresentavam respostas diferentes ou similares e -comparar as respostas provocadas por essa
bactéria quando inoculada em plantulas ou em co-cultura com calos. Analisou-se a atividade
da nitrogenase e o crescimento bacteriano em cultura pura e em co-cultura com o calo de

cana-de-acgucar.

4.1 Efeito dos calos sobre as bactérias — Crescimento bacteriano

4.1.1 Enterobacter sp. ICB113

A figura 2 mostra as curvas de crescimento de Enterobacter sp. ICB113 em presenca e
auséncia de calo de cana-de-acUcar. A fase logaritmica de ambas as culturas durou 24 horas.
Apo6s 6 horas do inicio do cultivo, a populacdo bacteriana em co-cultura apresentou
crescimento mais acentuado e significativo que o controle. Essa prevaléncia foi observada até
o final do experimento. Apesar da ligeira queda apds 168 horas, a populacdo em co-cultura

foi, em média, 10% maior que a populacédo controle (Tabela 1 — Apéndice).

4.1.2 Enterobacter sp. ICB117

No ensaio realizado com Enterobacter sp. ICB117, as populagbes bacterianas
permaneceram 48 horas em fase exponencial. Apds 168 horas, estabeleceu-se um ligeiro
declinio das populacdes em co-cultura e em cultura pura até o fim do experimento (Tabela 2 —
Apéndice). A analise estatistica demonstrou que, apesar do declinio, ap6s a fase exponencial,
a populacéo em co-cultura foi significativamente estimulada, sendo em média 12% maior que

a populacgéo controle (Figura 3).



Figura 2 - Curvas de crescimento de Enterobacter sp. ICB113 em presenca (co-cultura) e

auséncia (controle) de calo de cana-de-agucar.
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Figura 3 — Curvas de crescimento de Enterobacter sp. ICB117 em presenca (co-cultura)

e auséncia (controle) de calo de cana-de-acUcar.
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4.1.3. Enterobacter sp. ICB481

A figura 4 mostra as curvas de crescimento de Enterobacter sp. ICB481 em cultura
pura e em contato com o calo. Pode-se verificar que a fase exponencial de crescimento durou
48 horas no controle e 96 horas na co-cultura. Apds este periodo, o nimero de UFC das duas
populacbes caiu até 312 horas, permanecendo estavel até o fim do experimento. A analise
estatistica mostrou que os valores de crescimento da bactéria em co-cultura foram
significativamente maiores do que os do controle. A populacdo em co-cultura cresceu, em

média, 8,6% mais que a populacdo controle.

Figura 4 — Curvas de crescimento de Enterobacter sp. ICB481 em presenca (co-cultura)
e auséncia (controle) de calo de cana-de-acUcar.
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4.1.4 Comparacao entre as linhagens de Enterobacter

As trés linhagens de Enterobacter sp. utilizadas neste trabalho (ICB117, ICB113 e
ICB481), quando comparadas, mostraram um estimulo significativo no crescimento em co-
cultura em relagdo a cultura pura. Os dados mostram que as trés popula¢es de Enterobacter
sp. atingiram valores maximos de UFC préximos: ICB113 e ICB481 em torno de 3,0.10°
UFC.mL™, enquanto ICB117 em torno de 7,0.10” UFC.mL™, porém, o estimulo nas primeiras
100 horas foi maior nas co-culturas de ICB113 e ICB481.
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4.1.5 Klebsiella sp. ICB375

Na co-cultura de Klebsiella sp. ICB375 os valores de UFC foram significativamente
maiores que os da cultura pura até 144 horas. Em seguida, houve uma queda desta populacdo
em duas etapas até 408 horas, quando os dados praticamente estabilizaram até 1000 horas,
havendo nova queda. Apds 144 horas, os valores de UFC do controle foram sempre

significativamente maiores que os da co-cultura (Figura 5) (Tabela 4 — Apéndice).

Figura 5 — Curvas de crescimento de Klebsiella sp. ICB375 em presenca (co-cultura) e
auséncia (controle) de calo de cana-de-agucar.
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4.1.6 Pseudomonas sp. ICB383

Quando em cultura pura, Pseudomonas sp. ICB383 apresentou uma fase exponencial
de crescimento de 30 horas (Figura 6). Apés 96 horas de cultivo ocorreu uma queda na
populacdo que, estabilizou apos 216 horas. A fase exponencial, da co-cultura, apresentou
duracdo de 30 horas. A populagdo em co-cultura comegou a diminuir apds 48 horas com
valores estatisticamente iguais ao controle, estabilizando ap6s 216 horas em numero

significativamente menor que o controle (Tabela 5 — Apéndice).
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Figura 6 — Curvas de crescimento de Pseudomomas sp. ICB383 em presenca (co-cultura)
e auséncia (controle) de calo de cana-de-agucar.
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Comparando-se os perfis das curvas de crescimento de Pseudomonas sp ICB383 e de
Klebsiella sp. ICB375 em cultura pura e em co-cultura verifica-se que ambos foram bastante

semelhantes.

4.1.7 Pantoea sp. ICB409

Outra bactéria utilizada para o ensaio de co-cultura foi Pantoea sp. ICB409 (Figura 7)
cuja curva de crescimento mostrou um perfil diferente das outras bactérias testadas. Até 48
horas o nimero de UFC de Pantoea sp. ICB409, em ambas as culturas, foi muito similar.
Apbs 72 horas os valores de UFC da co-cultura foram significativamente menores que 0s
valores da cultura pura. Apos 960 horas de cultivo observou-se uma grande inibicdo do
crescimento apenas da bactéria em co-cultura, finalizando o experimento com a morte da

populacéo (Tabela 6 — Apéndice).
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Figura 7 — Curvas de crescimento de Pantoea sp. ICB409 em presenca (co-cultura) e
auséncia (controle) de calo de cana-de-agUcar.
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4.2 Efeito dos calos sobre as bactérias — Atividade da nitrogenase
4.2.1 Enterobacter sp. ICB113

A figura 8 mostra o efeito do calo sobre a atividade especifica da nitrogenase de
Enterobacter sp. ICB113. Foram observados valores baixos de atividade, que variaram entre
0,05 e 2,77 fmol.UFC™.h™ na populagdo controle e entre 0,05 e 3,55 fmol.UFC™.h™ na
populagdo em co-cultura. A nitrogenase se manteve ativa no controle por 432 horas enquanto
na co-cultura por 760 horas (Tabela 7 — Apéndice). Estatisticamente, os valores foram
diferentes em duas situacdes: em 24 horas (co-cultura maior que controle), e em 48 horas

(controle maior que co-cultura).
4.2.2 Enterobacter sp. ICB117

Os valores de atividade especifica da nitrogenase de Enterobacter sp. ICB117 em co-
cultura foram significativamente mais elevados, durante as quatro primeiras horas de
experimento (Figura 9). Os valores na co-cultura variaram entre 10,77 e 3238,00 fmol.UFC"
'h e no controle entre 0,51 e 161,00 fmol.UFC™.h™ (Tabela 8 — Apéndice). A enzima
manteve-se ativa por mais tempo na populacdo em co-cultura (360 horas) do que na

populacgéo controle (288 horas).
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Figura 8 — Curvas de atividade especifica da nitrogenase de Enterobacter sp. ICB113 em
presenca (co-cultura) e auséncia (controle) de calo de cana-de-agucar.
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Figura 9 — Curvas de atividade especifica da nitrogenase de Enterobacter sp. ICB117
em presenca (co-cultura) e auséncia (controle) de calo de cana-de-agUcar.
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4.2.3 Enterobacter sp. ICB481

Os valores de atividade especifica de Enterobacter sp. ICB481 variaram entre 0,08 e
151,35 fmol.UFC™.h™ na co-cultura e no controle, entre 1,43 e 124,92 fmol.UFC™*.h™ (Tabela
9 — Apéndice). Entre 24 e 144 horas, a atividade da nitrogenase foi mais alta no controle que

na co-cultura. Apo6s 144 horas ndo se detectou atividade em nenhuma das condicdes. Entre 24
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e 144 horas os valores do controle foram significativamente maiores que os da co-cultura
(Figura 10).

Figura 10 — Curvas de atividade especifica da nitrogenase de Enterobacter sp. ICB481
em presenca (co-cultura) e auséncia (controle) de calo de cana-de-agUcar.
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4.2.4 Comparacao entre as linhagens de Enterobacter

Ao comparar as trés linhagens de Enterobacter sp. estudadas, observou-se que 0s
valores de atividade da nitrogenase em cultura pura de Enterobacter sp. ICB113 foram os
menores, enquanto que nas outras duas linhagens (ICB117 e ICB481) os valores foram muito
proximos. Em co-cultura com os calos, Enterobacter sp. ICB117 apresentou valores da
atividade da nitrogenase muito maiores em relacdo aqueles de Enterobacter sp. ICB113 e
ICB481. Os valores de atividade em co-cultura das linhagens ICB113 e ICB481 foram de 20 a
30% maiores que aos observados em cultura pura. O tempo no qual a nitrogenase se manteve
ativa foi diferente entre as linhagens. Os tempos em que a enzima se manteve ativa foram de
760 horas para a linhagem Enterobacter sp. ICB113 em contato com o calo de cana-de-agucar
e de 432 horas em cultura pura. O menor tempo de atividade foi de 144 horas em

Enterobacter sp.ICB481 tanto em co-cultura como em cultura pura.
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4.2.5 Klebsiella sp. ICB375

Os valores de atividade especifica de Klebsiella sp. ICB375 variaram entre 0,07 e 6,57
fmol.UFC™.h™ na co-cultura e entre 0,44 e 8,90 fmol.UFC.h™ no controle (Tabela 10 —
Apéndice). Entre 24 e 144 horas, a atividade da nitrogenase foi mais alta no controle que na
co-cultura. Apos 240 horas néo se detectou atividade em nenhuma das condigdes. Entre 24 e
96 horas, os valores do controle foram significativamente maiores que os da co-cultura
(Figura 11).

Figura 11 — Curvas de atividade especifica da nitrogenase de Klebsiella sp. ICB375 em
presenca (co-cultura) e auséncia (controle) de calo de cana-de-agucar.
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4.2.6 Pseudomonas sp. ICB383

A figura 12 mostra as curvas de atividade especifica da nitrogenase de Pseudomonas
sp. ICB383 em co-cultura e em cultura pura. Em presenca do calo a enzima se manteve ativa
durante 760 horas, com valores entre 0,20 e 6,25 fmol.UFC™.h™, e no controle, por 384 horas,
entre 0,08 e 1,05 fmol.UFCY.h™ (Tabela 11 — Apéndice). Estatisticamente a atividade da

nitrogenase foi maior na co-cultura em relagdo ao controle entre 48 horas e 552 horas.
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Figura 12 — Curvas de atividade especifica da nitrogenase de Pseudomonas sp. ICB383 em
presenca (co-cultura) e auséncia (controle) de calo de cana-de-agucar.
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4.2.7 Pantoea sp. ICB409

A figura 13 mostra os valores de atividade especifica da nitrogenase de Pantoea sp.
ICB409 em co-cultura e no controle. A enzima se manteve ativa apenas durante 24 horas em
co-cultura, com valores 1,24 e 7,53 fmol.UFC™.h™ e por 48 horas no controle com valores
entre 2,88 e 79,57 fmol.UFC*.h™ (Tabela 12 — Apéndice). A atividade da nitrogenase foi

significativamente maior no controle em relacdo a co-cultura entre 4 horas e 48 horas.
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Figura 13 — Curvas de atividade especifica da nitrogenase de Pantoea sp. ICB409 em
presenca (co-cultura) e auséncia (controle) de calo de cana-de-agucar.
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4.3 Efeito das bactérias sobre os calos

4.3.1 Conteudo Protéico

Ao comparar as curvas de medidas de proteina de calos em meio MSM (isento de
nitrogénio combinado — calos controle) pode-se verificar que algumas bactérias fixadoras de
nitrogénio contribuiram para o contetdo proteico das células vegetais. Onde havia nitrogénio
combinado no meio de cultura (meio MS) o contetdo protéico foi significativamente maior do
que apenas nos calos controle ou que nos calos em co-cultura. Os calos cultivados em meio
MSM néo apresentaram variagdo significativa em seu contetdo protéico.

As figuras 14 a 19 mostram os valores de contetdo protéico dos calos em co-cultura
com as seis linhagens analisadas. Ap6s 168 horas, os calos em co-cultura, apresentaram
incrementos protéicos significativos em relacdo aos calos controle, variando entre 23,3 e
50,8%, com excecdo daqueles que cresceram em presenca de Pantoea sp. ICB409. O maior
incremento (50,8%) foi observado em calos co-cultivados com Enterobacter sp. 1CB481
seguidos daqueles em contato com Enterobacter sp. ICB117 que tiveram em média um
incremento de 41,4%. Os calos em co-cultura com Pseudomonas sp. 1ICB383 tiveram um
incremento em média de 32,9%. Calos co-cultivados com Enterobacter sp. ICB113 e

Klebsiella sp. ICB375 tiveram, em média, um incremento de 26,9% e 23,3% respectivamente.
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Ao comparar a quantidade de proteina dos calos cultivados com as trés linhagens de
Enterobacter sp. pode-se observar diferentes niveis de incremento: ICB113 — 26,9%, ICB117
—41,4%, ICB481 — 50,8%.

Figura 14 — Conteudo protéico de calo de cana-de-agucar cultivado em meio MS e MSM em
presenca (co-cultura) ou auséncia (controle) de Enterobacter sp. ICB113.
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Figura 15 — Contetdo protéico de calo de cana-de-agUcar cultivado em meio MS e MSM em
presenca (co-cultura) ou auséncia (controle) de Enterobacter sp. ICB117.
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Figura 16 — Conteudo protéico de calo de cana-de-agucar cultivado em meio MS e MSM em
presenca (co-cultura) ou auséncia (controle) de Enterobacter sp. ICB48L1.
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Figura 17 — Conteudo protéico de calo de cana-de-agucar cultivado em meio MS e MSM em
presenca (co-cultura) ou auséncia (controle) de Klebsiella sp. ICB375.
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Figura 18 — Conteudo protéico de calo de cana-de-agucar cultivado em meio MS e MSM em
presenca (co-cultura) ou auséncia (controle) de Pseudomonas sp. ICB383.
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Figura 19 — Conteldo protéico de calo de cana-de-agUcar cultivado em meio MS e MSM em
presenca (co-cultura) ou auséncia (controle) de Pantoea sp. ICB409.
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Resposta de defesa das plantas frente as bactérias

4.3.2 Liberagao de Oxido Nitrico

Apos observar as diferentes interacdes entre as bactérias endofiticas diazotrdficas e os
calos de cana-de-agUcar foi verificada a liberacdo de algumas substéncias relacionadas a
resposta de defesa da planta. A primeira substancia testada foi o 6xido nitrico (ON). Foram
utilizadas duas técnicas para essa analise. A producdo de ON pela primeira técnica foi
determinada quantificando-se nitrito (NO;") no meio de cultura. Como esta resposta é rapida,
0S ensaios aqui mostrados séo de 96 horas. Nas figuras 20 a 25 verificam-se os valores, ao
longo do tempo, de liberagcdo de ON pelas células vegetais em co-cultura e da relacdo
ON/UFC de cada uma das seis linhagens analisadas. Nos calos controle nao foi observada a
liberacdo de ON.

Em todos os ensaios observou-se um aumento da liberacdo de ON ao longo de 24
horas. Os maiores aumentos foram de duas para cinco horas e continuaram a subir em
menores proporcdes até 24 horas, quando entdo sofreram queda em torno de 50%. Os valores
maximos medidos em cada cultura foram: em co-culturas com Enterobacter sp. ICB113, com
valor total de 22,27 uM, com Enterobacter sp. ICB117, de 21,69 uM, com Enterobacter sp.
ICB481, de 22,67 uM, com Klebsiella sp. ICB375, de 24,86uM, com Pseudomonas sp.
ICB383 23,22 uM. O perfil de liberacdo em presenca de Pantoea sp. ICB409 foi diferente,
pois, aumentou a quantidade de ON até 24 horas com valor mais que 100% maior que o de 5
horas, (de 25,86 a 54,63 uM), apresentando uma queda até 96 horas. Os dados mostram que
as bactérias estimularam de maneira diferente a liberagdo de ON pelos calos. Ficou evidente
que o estimulo da producdo de ON por Pantoea sp. ICB409 foi a maior.

Comparando-se as curvas de liberacdo de ON dos calos em co-cultura com as trés
linhagens de Enterobacter sp. (ICB113, ICB117 e ICB481) pode-se observar que ao longo do
tempo as liberacdes foram semelhantes.

Ao analisar a relacdo entre o ON liberado pelo calo e 0 nimero de bactérias pode-se
verificar que calos com Enterobacter sp.ICB117 e Klebsiella sp. ICB375 apresentaram 0s
maiores valores iniciais (cerca de 600 pM). Calos com Enterobacter sp. ICB113 apresentaram
0 menor valor inicial (cerca de 88 pM), enquanto observaram-se valores intermediarios em
calos com Pantoea sp. ICB409 (cerca de 250 pM); com Enterobacter sp. ICB481 e com
Pseudomonas sp. ICB383 (cerca de 200 e 150 pM, respectivamente).
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A relacdo ON/UFC das duas linhagens de Enterobacter sp. ICB113 e ICB117 evoluiu
de maneira semelhante, terminando com os menores valores observados (entre 1 e 2 pM).
Klebsiella sp. ICB375 e Pseudomonas sp. ICB383 também evoluiram de maneira semelhante
(valores finais entre 12 e 15 pM). Para Pantoea sp. ICB409 foram determinados ao longo do
processo valores elevados terminando com 34 pM. Para Enterobacter sp. ICB481 foram
obtidos valores de dificil explicacdo para o tempo de 96 horas, pois, foram bastante elevados

em relacdo aos demais (123 pM).

Figura 20 — Medida de liberacdo de ON por calos de cana-de-agucar em co-cultura com
Enterobacter sp. ICB113, relagdo ON/UFC e curva de crescimento bacteriano.
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Figura 21 — Medida de liberacdo de ON por calos de cana-de-agucar em co-cultura com
Enterobacter sp. ICB117, relagdo ON/UFC e curva de crescimento bacteriano.
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Figura 22 — Medida de liberacdo de ON por calos de cana-de-agucar em co-cultura com
Enterobacter sp. ICB481, relagdo ON/UFC e curva de crescimento bacteriano.
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Figura 23 — Medida de liberacdo de ON por calos de cana-de-agucar em co-cultura com
Klebsiella sp. ICB375 , relagdo ON/UFC e curva de crescimento bacteriano.
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Figura 24 — Medida de liberacdo de ON por calos de cana-de-agucar em co-cultura com

Pseudomonas sp. ICB383 , relagdo ON/UFC e curva de crescimento bacteriano.
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Figura 25 — Medida de liberacdo de ON por calos de cana-de-agucar em co-cultura com
Pantoea sp. ICB409 , relagdo ON/UFC e curva de crescimento bacteriano.
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Uma segunda técnica de medida de ON foi utilizada para confirmacdo dos resultados
extracelulares, acrescentando medidas intracelulares. No entanto, com este metodo ndo é
possivel se realizar medidas de UFC. Esta técnica mediu a producdo de éxido nitrico pela
adicao de dois tipos de fluordéforos a suspensdo de células de cana-de-agicar. Um fluoréforo
se liga ao ON intracelular enquanto que o outro se liga ao ON extracelular. As figuras 26 e 27
mostram a variacao do contetido de ON intracelular e extracelular respectivamente.

Ao longo de 18 horas pode-se observar um aumento do conteddo de ON intra e
extracelular tanto das células controle quanto das células em co-cultura com as bactérias.

O conteudo intracelular de ON das células de cana-de-aglcar em co-cultura com as
trés linhagens de Enterobacter sp. (ICB113, ICB117 e ICB481) foi muito semelhante ao
contetdo das células controle. Em média, o conte(do de ON em contato com estas linhagens
aumentou 2% em relagdo ao controle. Quando em contato com Pseudomonas sp. ICB383 e
Klebsiella sp. ICB375 foi observado um aumento de cerca de 17% no contetdo de ON em
relacdo ao controle. O maior aumento (cerca de 28%) em relagdo ao conteudo de ON do
controle foi verificado nas células em contato com Pantoea sp. ICB409. A andlise estatistica
mostrou que, ao longo do tempo, ndo houve diferenca em relacdo ao conteudo de ON
intracelular entre células controle e células com Enterobacter sp. (ICB113, ICB117 e
ICB481). Com Pseudomonas sp. ICB383 e Klebsiella sp. ICB375 houve aumento
significativo do contetdo de ON em relagdo ao controle ap6s 40 minutos de co-cultivo. Com
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Pantoea sp. ICB409 este tempo foi ainda menor, pois, em 20 minutos de co-cultivo pode-se
observar aumento significativo em relacdo ao controle.

O conteudo extracelular de ON das células de cana-de-agucar em co-cultura com as
trés linhagens de Enterobacter sp. (ICB113, ICB117 e 1CB481) foi em média 5% maior em
relagdo ao contetdo das células controle. Do mesmo modo que no conteudo intracelular,
pode-se observar que o contetido de ON extracelular as células em contato com Pseudomonas
sp. ICB383 e Klebsiella sp. ICB375 foi muito semelhante entre estas duas linhagens, sendo
em média 10 e 9% maiores, respectivamente. Novamente, foi Pantoea sp. ICB409, a
linhagem que propiciou 0 maior aumento (19%) do contetldo de ON em relacdo ao controle.

A andlise estatistica mostrou que, entre 60 e 660 minutos de co-cultivo, houve
diferenca em relacdo ao conteldo de ON extracelular entre células controle e células com
Enterobacter sp. (ICB113, ICB117 e 1CB481). Com Pseudomonas sp. ICB383 e Klebsiella
sp. ICB375 houve aumento significativo do contetido de ON em relacdo ao controle apds 20
minutos de co-cultivo. Com Pantoea sp. ICB409 o contetdo de ON extracelular também
aumentou significativamente em relacdo ao controle em 20 minutos de co-cultivo.

O perfil do contetdo de ON observado para todas as linhagens testadas, usando-se esta
técnica, foi similar ao determinado pela primeira técnica.

Ao compararmos os dois métodos de quantificacdo de ON extracelular durante as
primeiras 18 horas, foi possivel observar aumento do contetido de ON liberado pelas células
vegetais em contato com as bactérias por ambas as metodologias. Pode-se verificar também
gue nos periodos (2 e 5 horas) medidos pelos dois métodos foi possivel observar aumento

significativo do contetdo de ON das células vegetais em co-cultura.
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Figura 26 — Medida do conteddo intracelular de ON por calos de cana-de-agucar controle e
em co-cultura com Enterobacter sp. ICB113, Enterobacter sp. ICB117, Klebsiella
sp. ICB375, Pseudomonas sp. ICB383, Pantoea sp. ICB409 e Enterobacter sp.

ICB481.
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Figura 27 — Medida do contetdo extracelular de ON por calos de cana-de-agucar controle e
em co-cultura com Enterobacter sp. ICB113, Enterobacter sp. ICB117, Klebsiella
sp. ICB375, Pseudomonas sp. ICB383, Pantoea sp. ICB409 e Enterobacter sp.

ICBA481.
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4.3.3 Liberacéo de Etileno

Outra substancia analisada foi o etileno. As figuras 28 a 33 mostram as medidas de
liberacdo de etileno por calos controle e em co-cultura com as bactérias, utilizadas ao longo
do tempo. Os calos controle liberaram em média 5,00 nmol.mL™ de etileno de maneira
constante ao longo do tempo. A producdo de etileno pelos calos em co-cultura com
Enterobacter sp. ICB113, Enterobacter sp. ICB117, Enterobacter sp. ICB481 e Pantoea sp.
ICB409 aumentou gradualmente até 72 horas, com queda depois desse periodo. Nas co-
culturas de Klebsiella sp. ICB375 e Pseudomonas sp. ICB383 os valores de etileno
aumentaram até 168 horas também com queda depois desse periodo.

Ao longo do tempo pode-se observar que os valores de etileno liberado por calos em
co-cultura com as linhagens de Enterobacter sp. (ICB113, ICB117 e ICB481) foi muito
semelhante, 0 mesmo aconteceu com o0s valores liberados por Klebsiella sp. ICB375 e
Pseudomonas sp. ICB383. O pico méaximo de liberacdo de etileno ocorreu durante a fase
estacionaria de Enterobacter sp. ICB113 (16,81 nmol.mL™), Enterobacter sp. ICB117 (17,78
nmol.mL™), Enterobacter sp. ICB481 (14,93 nmol.mL™) e Pantoea sp. ICB409 (27,67
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nmol.mL™). Em Klebsiella sp. ICB375 (24,71 nmol.mL™) e Pseudomonas sp. ICB383 (18,72
nmol.mL™) o pico de liberacdo de etileno coincidiu com o inicio da fase de declinio das
populacdes em co-cultura.

Os valores de liberacdo de etileno pelos calos em co-culturas, foram
significativamente diferentes, nas seguintes situagoes:

- maiores que nos calos controle em 24 e 48 horas para Enterobacter sp. ICB113 e
Enterobacter sp. ICB117;

- maiores em 72 e 168 horas para Pseudomonas sp. ICB383 e Klebsiella sp. ICB375,

- entre 24 e 168 horas para Pantoea sp. ICB409

- apenas em 72 horas para Enterobacter sp. ICB481.

Figura 28 — Curva de crescimento de Enterobacter sp. ICB113 em auséncia (controle) e
presenca (co-cultura) de calo de cana-de-aclcar e medida de liberacdo de
etileno pelos calos de cana-de-agucar em auséncia e presenca de Enterobacter

sp. ICB113.
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Figura 29 — Curva de crescimento de Enterobacter sp. ICB117 em auséncia (controle) e
presenca (co-cultura) de calo de cana-de-agUcar e medida de liberacdo de
etileno pelos calos de cana-de-agucar em auséncia e presenca de Enterobacter

sp. ICB117.
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Figura 30 — Curva de crescimento de Enterobacter sp. ICB481 em auséncia (controle) e
presenca (co-cultura) de calo de cana-de-agcucar e medida de liberacdo de
etileno pelos calos de cana-de-agtcar em auséncia e presenca de Enterobacter

sp. ICB481.
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Figura 31 — Curva de crescimento de Klebsiella sp. ICB375 em auséncia (controle) e
presenca (co-cultura) de calo de cana-de-agUcar e medida de liberacdo de
etileno pelos calos de cana-de-agucar em auséncia e presenca de Klebsiella sp.

ICB375.
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Figura 32 — Curva de crescimento de Pseudomonas sp. ICB383 em auséncia (controle) e
presenca (co-cultura) de calo de cana-de-agcucar e medida de liberacdo de
etileno pelos calos de cana-de-agUicar em auséncia e presenca de Pseudomonas

sp. ICB383.
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Figura 33 — Curva de crescimento de Pantoea sp. ICB409 em auséncia (controle) e presenca
(co-cultura) de calo de cana-de-acUcar e medida de liberacdo de etileno pelos
calos de cana-de-agucar em auséncia e presenca de Pantoea sp. ICB409.
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4.3.4 Conteldo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs)

A figura 34 mostra o conteddo de EROs de células de cana-de-agucar controle e calos
em co-cultura com as seis linhagens bacterianas. Pode-se observar a producdo crescente de
EROs até 660 minutos em todos os tratamentos analisados. ApGs este periodo, os valores
diminuiram bastante até 1080 minutos. Até 40 minutos de interacédo, os valores permaneceram
muito proximos aos das células controle.

O contetdo de EROs das células em co-cultura com Enterobacter sp. ICB113 foi por
540 minutos estatisticamente igual ao contetdo das células controle. Quando co-cultivadas
com Enterobacter sp. ICB117 e Enterobacter sp. ICB481 as células sO alteraram
significativamente o conteddo de EROs apds 900 minutos. Valores intermediarios e
significativamente diferentes a partir de 540 minutos também foram observados em
Pseudomonas sp. ICB 383 e Klebsiella sp. ICB375. Os maiores valores foram observados em
células em co-cultura com Pantoea sp. ICB409 com diferenca significativa a partir de 40
minutos. O conteudo de EROs foi em media, 83% maior em células em contato com Pantoea
sp. ICB409 em relacdo ao controle. Em células com Enterobacter sp. o conteudo em relagédo
ao controle variou bastante: ICB113 — 45%, ICB117 — 25% e ICB481 — 30%. Em Klebsiella
sp. ICB375 e Pseudomonas sp. ICB383 o conteudo foi 50 e 39% maior em média,

respectivamente.
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Figura 34 — Conteudo de espécies reativas de oxigénio de calos controle e de calos em co-
cultura com Enterobacter sp. ICB113, Enterobacter sp. ICB117, Klebsiella sp.
ICB375, Pseudomonas sp. ICB 383, Pantoea sp. ICB409 e Enterobacter sp.

ICB481.
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4.3.5 Contetdo de Acido Salicilico (AS)

Outra substancia analisada e que esta relacionada com a resposta de defesa da planta
foi o &cido salicilico. Foram feitas medidas de acido salicilico livre e de &cido salicilico
conjugado.

A figura 35 mostra o conteudo de AS livre de calos de cana-de-agucar controle e de
calos em contato com as diferentes linhagens bacterianas utilizadas. Pode-se observar que 0s
valores de AS nos calos em co-cultura com Enterobacter sp. ICB113, Enterobacter sp.
ICB117 e Enterobacter sp. ICB481 foram muito semelhantes aos do calo controle. Valores
em media 51% maiores foram observados em calos co-cultivados com Klebsiella sp. (ICB
375) e Pseudomonas sp. (ICB 383). Os maiores valores foram determinados em calos em co-
cultura com Pantoea sp. (ICB 409) (em média, 128% maiores que o controle). A anélise
estatistica mostrou que ndo houve diferenca significativa entre os valores de calos controle
com os cultivados com as trés linhagens de Enterobacter sp. (ICB113, ICB117 e ICB481).
Houve diferencas entre as outras linhagens e os calos controle: apds 72 horas em Klebsiella
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sp.ICB375, entre 72 e 168 horas em Pseudomonas sp. ICB383 e ap6s 0 horas em Pantoea sp.
ICB409.

Figura 35 — Conteudo de acido salicilico livre de calos controle e de calos em co-cultura com
Enterobacter sp. ICB113, Enterobacter sp. ICB117, Klebsiella sp. ICB 375,
Pseudomonas sp. ICB383, Pantoea sp. ICB409 e Enterobacter sp. ICB481.
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A figura 36 mostra o conteudo de AS conjugado de calos de cana-de-agucar controle e
de calos em contato com as diferentes linhagens bacterianas utilizadas. Os valores de AS
conjugado observados foram menores em relagdo aos de AS livre nos calos. Da mesma forma
gue na analise de AS livre, os valores de AS dos calos em contato com as trés linhagens de
Enterobacter sp. (ICB113, ICB117 e ICB481) foram estatisticamente iguais aos valores dos
calos controle. Entre 24 e 720 horas os contetdos de AS de calos com Klebsiella sp. (ICB
375), Pseudomonas sp. (ICB 383) e Pantoea sp. (ICB 409) foram significativamente maiores

que o de calos controle, 48%, 47% e 128%, respectivamente.
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Figura 36 — Conteudo de acido salicilico conjugado de calos controle e de calos em co-
cultura com Enterobacter sp. ICB113, Enterobacter sp. ICB117, Klebsiella sp.
ICB375, Pseudomonas sp. ICB383, Pantoea sp. ICB409 e Enterobacter sp.

ICB481.
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A figura 37 mostra o conteldo de SA total (livre + conjugado) de calos de cana-de-
acucar controle e de calos em contato com as diferentes linhagens bacterianas utilizadas. Os
maiores valores de SA total foram observados em calos em co-cultura com Pantoea sp. (ICB
409). Valores intermediarios foram observados em calos com Klebsiella sp. (ICB 375) e
Pseudomonas sp. (ICB 383), e valores muito préximos aos do controle em calos com as trés
linhagens de Enterobacter sp. (ICB113, ICB117 e ICB481). Entre 24 e 720 horas o contetdo
de SA de calos com Klebsiella sp. (ICB 375), Pseudomonas sp. (ICB 383) e Pantoea sp. (ICB

409) foi significativamente maior que o de calos controle, 35%, 33% e 68%, respectivamente.
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Figura 37 — Conteudo de acido salicilico total de calos controle e de calos em co-cultura com
Enterobacter sp. (ICB 113), Enterobacter sp. (ICB 117), Klebsiella sp. (ICB 375),
Pseudomonas sp. (ICB 383), Pantoea sp. (ICB 409) e Enterobacter sp. ICB481.
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4.3.6 Contetdo de Poliaminas

O conteudo de poliaminas foi analisado em calos controle e em calos em co-cultura
com as diferentes linhagens bacterianas utilizadas. Foram feitas medidas de poliaminas livres
e de poliaminas conjugadas.

A tabela4 mostra o conteudo de poliaminas livres totais. Calos em co-cultura com as
trés linhagens de Enterobacter sp. (ICB113, ICB117 e ICB481) foram estatisticamente iguais
ao contedo de poliaminas dos calos controle. Entre 24 e 168 horas, 0s calos co-cultivados
com Klebsiella sp. ICB375 e Pseudomonas sp. ICB383 aumentaram significativamente a
liberacdo de poliaminas livres totais em relagdo aos calos controle. Os maiores valores foram
observados em calos em contato com Pantoea sp. ICB409.

O conteudo de putrescina foi diferente do controle apenas em calos com Klebsiella sp.
ICB375 em 168 horas. O conteudo de cadaverina foi diferente em 72 horas em calos com
Enterobacter sp. ICB117 e ICB481, e em 24 horas em calos com Pantoea sp. ICB409.

As maiores variacdes observadas no contetdo das poliaminas foram de espermidina e

espermina dos calos em co-cultura em relacdo aos calos controle. O contetdo de espermidina
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dos calos em co-cultura foi diferente dos calos controle nos seguintes tempos analisados: em
72 horas em Enterobacter sp. ICB113, Enterobacter sp. ICB117, Enterobacter sp. ICB481 e
Pseudomonas sp. ICB383; em 24 e 168 horas em Klebsiella sp. ICB375; e em 24 e 72 horas
em Pantoea sp.ICB409. O contetdo de espermina dos calos em co-cultura foi diferente dos
calos controle nos seguintes tempos analisados: em 24 e 72 horas em Enterobacter sp.
ICB113; em 24 horas em Enterobacter sp. ICB117; entre 24 e 168 horas em Enterobacter sp.
ICB481 e em Pseudomonas sp. ICB383; entre 24 e 720 horas em Klebsiella sp. ICB375 e em
Pantoea sp.ICB4009.

A tabela 5 mostra o conteudo de poliaminas conjugadas. Pode-se observar que 0s
valores de putrescina e cadaverina conjugadas foram semelhantes aos valores destas
substancias na forma livre, tanto em calos em co-cultura como controle. Os valores de
espermina e espermidina conjugadas e livres foram diferentes. O conteddo de poliaminas
conjugadas totais foi muito semelhante em todos os calos analisados, diferindo
significativamente apenas em 24 e 72 horas em calos em contato com Klebsiella sp. ICB375 e
Pseudomonas sp. ICB383 e de 24 a 720 horas em calos com Pantoea sp.ICB409.

Em relacdo a cada poliamina analisada, pode-se observar aumento significativo em
relacdo ao controle nos seguintes casos: putrescina em calos com Pantoea sp.ICB409 em 72
horas; cadaverina em calos com Enterobacter sp. ICB481 em 168 horas; espermidina em
calos com Klebsiella sp. ICB375 entre 24 a 168 horas, com Pseudomonas sp. ICB383 em 72
horas e Pantoea sp.ICB409 entre 72 a 720 horas; espermina em calos com Enterobacter sp.
ICB117 em 24 horas.

A tabela 6 mostra o contelddo de poliaminas totais. Calos co-cultivados com
Enterobacter sp. ICB113, ICB117 e ICB481 possuem contetudos de poliaminas totais
estatisticamente iguais aos de calos controle. Entre 24 e 168 horas, os calos com Klebsiella sp.
ICB375 e Pseudomonas sp. ICB383 aumentaram significativamente seu conteudo de
poliaminas em relacdo aos calos controle. Em calos com Pantoea sp. ICB409 puderam ser
observados os maiores valores com diferenca significativa entre 24 e 720 horas. Em calos
com Pantoea sp. ICB409 o contetdo de putrescina diferiu de calos controle em 72 horas e 0
de cadaverina em 24 horas. O conteido de espermidina aumentou em relacdo ao controle
entre 24 e 168 horas em calos tanto com Klebsiella sp. ICB375 e quanto com Pantoea sp.
ICB409. O conteudo de espermina diferiu do controle em todos os calos em co-cultura: em
Enterobacter sp. ICB113 e ICB117 em 24 horas; entre 24 e 168 horas em Klebsiella sp.
ICB375, Pseudomonas sp. ICB383 e Enterobacter sp.ICB481; e entre 24 e 720 horas em
Pantoea sp. ICB409.



Tabela 4 — Conteudo de poliaminas livres de calos controle e de calos em co-cultura.

Controle
Tempo (h)
0
24
72
168
720
ICB113 - Enterobacter
Tempo (h)
0
24
72
168
720
ICB117 - Enterobacter
Tempo (h)
0
24
72
168
720
ICB481 - Enterobacter
Tempo (h)
0
24
72
168
720
ICB375 - Klebsiella
Tempo (h)
0
24
72
168
720
ICB383 - Pseudomonas
Tempo (h)
0
24
72
168
720
1CB409 - Pantoea
Tempo (h)
0
24
72
168
720

PUT
mg/g
4,05+0,13
4,42+0,19
4,40+0,04
3,47+0,15
3,72+0,12
PUT
mg/g
4,09+0,12
4,39+0,21
4,59+0,15
4,38+0,31
3,45+0,08

PUT
mg/g
4,67+0,16
4,57+0,15
4,80+0,29
4,32+0,43
3,37+0,11
PUT
mg/g
4,67+0,41
4,76+0,22
4,75+0,29
3,87+0,11
4,16+0,19

PUT
mg/g
4,78+0,26
5,93+0,18
6,84+0,24
6,48+0,09
3,9+0,19
PUT
mg/g
4,61+0,24
6,02+0,03
6,64+0,10
5,51+0,16
4,38+0,09
PUT
mg/g
4,83+0,30
4,42+0,25
7,15+0,16
4,46x0,28
4,41+0,06

CAD
mg/g
0,25+0,01
0,21+0,01
0,36+0,02
0,25+0,01
0,23+0,01
CAD
mg/g
0,19+0,01
0,15+0,01
0,26+0,01
0,08+0,01
0,17+0,01

CAD
mg/g
0,15+0,01
0,11+0,01
0,18+0,01
0,23+0,02
0,14+0,02
CAD
mg/g
0,08+0,01
0,13+0,01
0,09+0,00
0,13+0,01
0,08+0,01

CAD
mg/g
0,10+0,01
0,23+0,01
0,53+0,03
0,31+0,02
0,23+0,01
CAD
mg/g
0,15+0,01
0,25+0,01
0,31+0,01
0,17+0,02
0,16+0,02
CAD
mg/g
0,23+0,02
0,50+0,04
0,35+0,01
0,13+0,01
0,22+0,02

SPD
mg/g
6,45+0,13
10,54+0,05
15,75+0,04
12,3540,12
13,09+0,17
SPD
mg/g
7,42+0,08
10,17+0,10
8,88+0,08
9,45+0,08
10,00+0,11

SPD
mg/g
6,58+0,12
9,01+0,18
10,91+0,34
13,06+0,15
13,32+0,27
SPD
mg/g
4,51+0,15
9,65+0,04
10,64+0,39
10,99+0,21
11,31+0,11

SPD
mg/g
6,02+0,07
14,21+0,14
18,06+0,15
16,17+0,22
11,06+0,10
SPD
mg/g
7,7240,10
10,92+0,24
11,28+0,17
11,22+0,35
10,54+0,36
SPD
mg/g
7,02+0,18
16,99+0,22
29,00+0,39
15,42+0,08
12,32+0,16

SPM
mg/g
4,07+0,11
3,51+0,06
3,88+0,19
3,2040,07
3,76+0,04
SPM
mg/g
4,35+0,27
9,40+0,10
7,88+0,28
5,13+0,25
4,39+0,23

SPM
mg/g
3,32+0,06
7,53+0,04
5,60+0,07
4,14+0,38
3,08+0,05
SPM
mg/g
3,69+0,11
7,12+0,07
8,01+0,11
6,94+0,19
3,76+0,03

SPM
mg/g
3,95+0,21
12,37+0,13
12,44+0,09
8,78+0,13
6,39+0,19
SPM
mg/g
4,70+0,33
8,11+0,16
10,32+0,39
7,03+0,02
6,26+0,15
SPM
mg/g
3,70+0,21
19,21+0,15
52,84+0,44
10,57+0,12
8,64+0,11

PA
totais
14,82
18,68
24,39
19,27
20,80

PA
totais
16,05
24,11
21,61
19,04
18,01

PA
totais
14,72
21,22
21,49
21,75
19,91

PA
totais
12,95
21,66
23,49
21,93
19,31

PA
totais
14,85
32,74
37,87
31,74
21,58

PA
totais
17,18
25,30
28,55
23,93
21,34

PA
totais
15,78
41,12
89,34
30,58
25,59




Tabela 5 — Conteudo de poliaminas conjugadas de calos controle e de calos em co-cultura.

Controle PUT CAD SPD SPM PA

Tempo (h) mg/g mg/g mg/g mg/g totais

0 4,09+0,06  0,14+0,01  4,12+0,29  3,11+0,09 11,46

24 4,49+0,07  0,15+0,01  4,89+0,36  2,53+0,09 12,06

72 3,25¢0,21  0,19+0,01  3,90+0,13  4,36%0,25 11,70

168 4,17+0,06  0,10+0,01  3,73x0,47  2,80%0,05 10,80

720 3,63+0,12  0,15+0,01  4,80+0,34  3,02+0,12 11,60
ICB113 - Enterobacter PUT CAD SPD SPM PA

Tempo (h) mg/g mg/g mg/g mg/g totais

0 4,23+0,17  0,13+0,01  4,27+0,17  3,81+0,05 12,44

24 3,89+0,19  0,09+0,01  3,92+0,16  4,28+0,16 12,18

72 4,05+0,28  0,11+0,01  3,76%0,09  3,30+0,07 11,22

168 3,82+0,08  0,08+0,01  3,83+0,09  3,96%0,13 11,69

720 3,89+0,05  0,10+0,01  4,33+0,26  3,82+0,20 12,14
ICB117 - Enterobacter PUT CAD SPD SPM PA

Tempo (h) mg/g mg/g mg/g mg/g totais

0 4,28+0,20  0,13+0,01  3,73+0,08  2,72+0,05 10,85

24 4,29+0,28  0,08+0,01  4,76%0,36  5,29+0,33 14,42

72 2,90+0,11  0,06+0,01  4,94+0,17  3,40£0,08 11,30

168 3,44+0,10  0,10#0,01  3,81+0,08  3,47+0,08 10,83

720 3,87+0,14  0,11+0,01  5,14+0,31  3,00+0,07 12,12
ICB481 - Enterobacter PUT CAD SPD SPM PA

Tempo (h) mg/g mg/g mg/g mg/g totais

0 3,55+0,12  0,14+0,02  4,62+0,15  4,86+0,31 13,17

24 3,98+0,38  0,22+0,02  6,83+0,43  3,56%0,12 14,59

72 4,51+0,24  0,08+0,01  3,31+0,06  4,67+0,40 12,57

168 3,61+0,39  0,26+0,01  3,88+0,26  4,29+0,29 12,04

720 3,82+0,11 0,1+0,01 3,77£0,12  4,09+0,07 11,78
ICB375 - Klebsiella PUT CAD SPD SPM PA

Tempo (h) mg/g mg/g mg/g mg/g totais

0 421+0,06  0,05+0,01  3,12+0,06  3,45+0,12 10,83

24 3,82+0,05  0,06+0,01  7,77+0,33  3,40+0,11 15,05

72 4,03+0,08  0,31+0,03  7,56+0,13  4,20+0,10 16,10

168 3,36+0,07  0,09+0,01  6,84+0,26  4,07+0,10 14,36

720 3,39+0,11  0,16+0,02  6,69+0,22  3,31+0,08 13,55
ICB383 - Pseudomonas PUT CAD SPD SPM PA

Tempo (h) mg/g mg/g mg/g mg/g totais

0 4,18+0,09  0,10+0,01  3,63+0,11  3,59+0,09 11,50

24 3,85+0,18  0,09+0,01  6,97+0,28  4,37+0,16 15,28

72 3,81+0,11 0,07+£0,01 7,04+£0,11 4,07+£0,14 14,99

168 4,14+0,14  0,10+0,02  6,26+0,19  3,23+0,05 13,73

720 3,78+0,05  0,09+0,01  6,71+0,18  2,81+0,03 13,39
ICB409 - Pantoea PUT CAD SPD SPM PA

Tempo (h) mg/g mg/g mg/g mg/g totais

0 3,74+0,10  0,16+0,01  3,60+0,22  3,14+0,03 10,64

24 5,17+0,23  0,27+0,01  7,04+0,28  4,48+0,33 16,96

72 6,49+0,05 0,12+0,00  8,66+0,20  3,28%0,04 18,55

168 4,47+0,27  0,14+0,01  8,30+0,21  4,46x0,24 17,37

720 3,95+0,07  0,14+0,01  7,23+0,28  5,07+0,32 16,39




Tabela 6 — Conteudo de poliaminas totais de calos controle e de calos em co-cultura.

Controle
Tempo (h)
0
24
72
168
720
ICB113 - Enterobacter
Tempo (h)
0
24
72
168
720
ICB117 - Enterobacter
Tempo (h)
0
24
72
168
720
ICB481 - Enterobacter
Tempo (h)
0
24
72
168
720
ICB375 - Klebsiella
Tempo (h)
0
24
72
168
720
ICB383 - Pseudomonas
Tempo (h)
0
24
72
168
720
1CB409 - Pantoea
Tempo (h)
0
24
72
168
720

PUT
mg/g
8,14+0,19
8,91+0,26
7,65+0,25
7,64+0,21
7,35£0,24
PUT
mg/g
8,32+0,28
8,28+0,40
8,64+0,43
8,20+0,39
7,34+0,13
PUT
mg/g
8,95+0,36
8,85+0,43
7,70+0,40
7,76£0,53
7,24+0,25
PUT
mg/g
8,22+0,53
8,74+0,60
9,26+0,53
7,48+0,49
7,98+0,30
PUT
mg/g
8,99+0,32
9,75+0,22
10,87+0,32
9,84+0,15
7,29+0,29
PUT
mg/g
8,79+0,33
9,87+0,20
10,4540,21
9,65+0,30
8,16+0,14
PUT
mg/g
8,57+0,40
9,59+0,49
13,64+0,21
8,93+0,55
8,36+0,13

CAD
mg/g
0,3940,01
0,36+0,02
0,5540,03
0,3540,01
0,15+0,02
CAD
mg/g
0,3240,02
0,24+0,02
0,3740,01
0,16+0,01
0,2740,01
CAD
mg/g
0,2840,02
0,1940,01
0,24+0,02
0,3340,02
0,25+0,02
CAD
mg/g
0,2240,02
0,35+0,03
0,1740,01
0,3940,01
0,18+0,02
CAD
mg/g
0,1540,01
0,2940,02
0,84+0,05
0,4040,03
0,3940,02
CAD
mg/g
0,25+0,02
0,34+0,02
0,3840,01
0,2740,03
0,25+0,03
CAD
mg/g
0,39+0,03
0,75+0,05
0,4740,01
0,2740,01
0,36+0,02

SPD
mg/g
10,5740,41
15,43+0,41
19,65+0,17
16,08+0,59
17,89+0,51
SPD
mg/g
11,69+0,25
14,09+0,26
12,64+0,16
13,28+0,17
14,33+0,37
SPD
mg/g
10,31+0,21
13,77+0,54
15,85+0,51
16,87+0,23
18,46+0,58
SPD
mg/g
9,1340,29
16,48+0,47
13,95+0,46
14,87+0,47
15,08+0,22
SPD
mg/g
9,14+0,13
21,98+0,47
25,62+0,28
23,01+0,49
17,75+0,32
SPD
mg/g
11,3540,20
17,89+0,52
18,32+0,29
17,48+0,54
17,25+0,54
SPD
mg/g
10,62+0,41
24,03+0,49
37,66+0,59
23,72+0,29
19,55+0,44

SPM
mg/g
7,18+0,19
6,04+0,14
8,24+0,44
6,00£0,12
6,78+0,15
SPM
mg/g
8,16+0,32
13,68+0,26
11,18+0,35
9,09+0,38
8,21+0,43
SPM
mg/g
6,04+0,11
12,82+0,37
9,00+0,15
7,61+0,46
6,08+0,12
SPM
mg/g
8,55+0,42
10,68+0,18
12,68+0,51
11,23+0,47
7,85+0,10
SPM
mg/g
7,40£0,33
15,77+0,24
16,64+0,19
12,8540,23
9,70+0,27
SPM
mg/g
8,29+0,41
12,48+0,32
14,3940,53
10,26+0,06
9,07+0,18
SPM
mg/g
6,84+0,23
23,69+0,48
56,12+0,48
15,03+0,36
13,71+0,44

PA
totais
26,29
30,74
36,09
30,07
32,40

PA
totais
28,50
36,29
32,83
30,73
30,15

PA
totais
25,58
35,64
32,79
32,57
32,03

PA
totais
26,12
36,25
36,06
33,97
31,09

PA
totais
25,68
47,79
53,96
46,09
35,13

PA
totais
28,68
40,58
43,54
37,66
34,73

PA
totais
26,42
58,06

107,89
47,95
41,98




73

5 DISCUSSAO

Os estudos atuais de interacbes entre cana-de-acUcar e bactérias endofiticas
diazotroficas evidenciaram que estas bactérias podem contribuir beneficamente para a planta,
uma vez que foi demonstrada a capacidade de determinadas linhagens de liberar, in vitro,
fitorménios, fixar nitrogénio, solubilizar fosfato, etc (ROSENBLUETH; MARTINEZ-
ROMERO, 2006). Varios trabalhos mostram que bactérias endofiticas influenciaram
positivamente o crescimento de plantas de cana-de-acucar (GOVINDARAJAN et al., 2006;
OLIVEIRA et al., 2002; SEVILLA et al., 2001).

Uma maneira de se estudar a interacdo planta-microrganismo é o estabelecimento, in
vitro, de associacdes entre os dois tipos de célula. Quando a pesquisa envolve plantas, torna-
se relativamente complicada, sendo necessarias condi¢cdes controladas de luz, temperatura,
umidade, auséncia de microrganismos contaminantes, etc.

O diferencial do presente trabalho é o uso de células indiferenciadas de cana-de-agucar
na forma de calos. A cultura de células vegetais possui boas vantagens em relacdo a utilizacéo
de plantas: rapida disponibilidade de material estéril e necessidade de pouco espaco em estufa
com controle apenas de temperatura (EVANS; COLEMAN; KEARNS, 2003). Martins (2007)
verificou que era possivel a utilizacdo de calos de cana-de-agUcar para a pesquisa dos efeitos
que as células vegetais podem exercer sobre o crescimento bacteriano e, por outro lado, se as
bactérias podem interferir no conteudo protéico de calos em meio isento de nitrogénio
combinado. Outro ponto importante foi comparar os dados obtidos em ensaios de co-culturas
com aqueles observados em ensaios com plantas. Foi entdo constatado que a resposta do
crescimento de bactérias em co-culturas com calos de cana-de-agucar coincidia com aquelas
das mesmas linhagens em plantas (MARTINS et al., 2013). Esta técnica mostrou que as co-
culturas sdo modelos adequados para se verificar se uma bactéria é aceita ou ndo pela planta.

A manutencdo da integridade das células vegetais é fundamental para que as
interpretacdes dos dados estejam corretas. Vasil et al. (1979) mostraram que culturas de calos
de tabaco, Pennisetum americanum e Eremochloa ophiuroides ndo sobreviveram quando
inoculadas com a bactéria diazotrofica de vida livre Azospirillum brasilense. Porém, em outro
tipo de interacdo foi observado que calos de cana-de-acucar e de cenoura mantiveram-se
integros e com capacidade de crescimento quando em co-cultura com bactérias endofiticas
(MARTINS, 2007; VARGA et al., 1994; VASIL et al., 1979).



74

No presente trabalho, os calos utilizados foram provenientes da mesma variedade de
cana-de-acucar da qual as bactérias foram isoladas, pois, Baldani et al. (1986) verificaram que
as melhores interagdes entre microrganismo e planta ocorreram quando bactérias foram
inoculadas em plantas da mesma linhagem da qual haviam sido isoladas.

A escolha do meio de cultura para o estudo da interacdo calo de cana-de-agUcar e
bactéria também foi importante. O meio de cultura utilizado foi 0 meio MSM que permitiu o
cultivo tanto das células vegetais como das bactérias, para se verificar se havia contribuicao
com nitrogénio fixado pelas bactérias para as células vegetais. Assim, 0 meio MSM foi
preparado isento de fonte de nitrogénio combinado, permitindo que as bactérias realizassem a
fixac&o biolodgica de nitrogénio.

A nitrogenase, enzima responsavel pela fixacdo de N, é sensivel ao oxigénio. Assim,
as bactérias aerobias diazotroficas que ndo apresentam mecanismos de protecdo contra a
inativacdo enzimatica, s6 conseguem realizar a fixacdo de N, em meios semi-solidos. Neste
tipo de meio de cultura as bactérias podem se posicionar em regides ideais de oxigenacdo,
onde sua taxa de respiracdo esta em equilibrio com a taxa de difusdo de oxigénio no meio,

impedindo, assim, a inativacdo da nitrogenase (POSTGATE, 1998).

5.1 Crescimento Bacteriano

Trés diferentes perfis de crescimento bacteriano foram observados nas co-culturas em
presenca do calo: as trés linhagens de Enterobacter sp. (ICB113, ICB117 e ICB481) foram
estimuladas; Klebsiella sp. ICB375 e Pseudomonas sp. ICB383 foram parcialmente
estimuladas e depois, foram parcialmente inibidas e Pantoea sp. ICB409 foi totalmente
inibida (Figuras 2 a 7).

Observando-se os resultados das figuras 2 a 4 as populacGes de Enterobacter sp.
atingiram valores maximos de UFC, distintos em periodos de tempo diferentes, demonstrando
que, apesar de haver estimulo de crescimento para todas, os perfis das curvas ndo foram iguais
provavelmente por serem linhagens diferentes. O estimulo do crescimento observado nas trés
linhagens de Enterobacter sp. em presenca do calo de cana-de-agUcar pode estar relacionado
com a liberagdo de substancias “benéficas” pelas células vegetais. No presente trabalho nao
foram avaliados o0s possiveis fatores responsaveis pelo estimulo do desenvolvimento
microbiano.

Varga et al. (1994) estudaram uma associacdo entre calos de cenoura e a bactéria

diazotrofica Azotobacter zettuovii. O nimero de bactérias vivas em co-cultura com células
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vegetais vivas foi seis vezes maior do que em co-cultura com as células vegetais mortas, ou
do que bactérias em cultura pura. Estes dados indicam que as células vegetais vivas estariam
liberando ativamente substancia(s) que estimularia(m) o crescimento bacteriano. Os autores
ndo apresentaram nenhuma explicacéo para tais resultados.

O estimulo inicial no crescimento de Klebsiella sp. ICB375 e Pseudomonas sp.
ICB383 com calos foi similar ao verificado para as linhagens de Enterobacter sp. Porém, apds
atingirem valores altos de UFC, estas populacdes tiveram seu crescimento parcialmente
inibido. O Quorum Sensing € um mecanismo de comunicacdo entre bactérias, através da
producdo e difusdo de moléculas sinal (WATERS; BASSLER, 2005). Estas moléculas sinal
foram identificadas como N-acil-homoserina-lactona (AHL) em bactérias Gram negativas e
regulam a expressao de genes especializados. Esta resposta se da frente a determinadas
densidades populacionais, interferindo em processos fisiologicos como diferenciagéo celular,
bioluminescéncia, inducdo de fatores de viruléncia em patdgenos de plantas e animais,
biossintese de antibidticos e formagdo de biofilmes (BAI; RAIl, 2011; SCHAUDER;
BASSLER, 2001). A planta ao reconhecer a molécula sinal AHL pode controlar ou
exterminar a populacdo bacteriana pela producdo de moléculas que mimetizam o AHL
(WATERS; BASSLER, 2005). Mathesius et al. (2003) observaram que plantas de Medicago
truncatula reconheceram concentragdes muito pequenas de moléculas AHL. Estas moléculas
induziram um acumulo de 7% de proteinas nas raizes, das quais 25% tinham fungfes na
resposta de defesa da planta. Os dados aqui apresentados sugerem que a planta permite o
estabelecimento de uma populacdo méxima de bactérias dependendo da linhagem. Vinagre et
al. (2006) mostraram que quanto mais benéfica a associacdo entre cana-de-aglcar e bactérias
endofiticas, maior era o decréscimo na expressao de genes relacionados a defesa.

As inibicGes observadas nos crescimentos de Klebsiella sp. ICB375 e Pseudomonas
sp. ICB383 foram resultado da liberacdo, pelas células vegetais, de substancias inibidoras do
crescimento. Se a planta ndo tivesse mecanismos para controlar o crescimento de
microrganismos endofiticos ou patogénicos, eles aumentariam muito seu namero levando, a
planta & morte. Neste trabalho, a inibicdo parcial do crescimento bacteriano, esta relacionada a
um controle populacional pelo calo de cana-de-agucar, conforme serd discutido mais adiante.
A manutencdo da viabilidade de parte da populacdo bacteriana pode ser explicada pelos
resultados obtidos nas medidas de proteina dos calos que evidenciaram o potencial benéfico
dessas bactérias transferindo nitrogénio combinado (Figuras 17 e 18). A literatura mostra que
0 género Pseudomonas também possui diversas espécies fitopatogénicas. A espécie

Pseudomonas syringae € um patdgeno hemibiotrofico que causa uma variedade de doencas
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em plantas (ZHENG et al., 2012). O modo de vida desses microrganismos pode ajudar a
entender a inibicdo parcial observada nos experimentos mencionados acima, pois, 0S
resultados aqui apresentados mostraram que a linhagem de Pseudomonas utilizada propiciou
um incremento protéico significativo dos calos de cana-de-acUcar. A literatura ndo mostra
curvas de crescimento do género Klebsiella, com calos, e nem medidas de conteudo protéico
de calos em co-cultura, portanto, esses dados de inibicdo parcial da populagéo bacteriana e de
aumento de proteina dos calos sdo inéditos; interacdo semelhante foi aqui observada para
Pseudomonas com calos mostrando também resultados inéditos.

A linhagem ICB409 utilizada neste trabalho foi inicialmente identificada como
pertencente ao género Erwinia. Um novo seqlienciamento do gene 16S rRNA foi feito e ela
foi, entdo, identificada como pertencente ao género Pantoea. A eliminacdo de Pantoea sp.
ICB409 quando em co-cultura pode estar relacionada com diferentes estratégias observadas
no género, para se aproveitar da planta ao invadi-la. Microrganismos necrotroficos (ex.
Erwinia, Pantoea) levam a morte das células vegetais (HAMMOND-KOSACK; JONES,
2000). A espécie fitopatogénica Erwinia cypripedii, foi recentemente reclassificada como
Pantoea cypripedii (BRADY et al., 2010). Outras espécies de Pantoea também causam
doengas em plantas: Pantoea stewartii subsp. stewartii, Pantoea agglomerans, e Pantoea
ananatis (BRADY et al., 2008). Diversos sintomas podem ser observados na planta quando
esta infectada por este género: necrose, perda de vigor da planta, apodrecimento de raizes e
até de todo o vegetal (BARRAS et al., 1994). No caso do uso de calos ndo foi possivel
observar tais efeitos das bactérias sobre eles. Os limites da interacdo entre planta e bactéria
(benéfica ou patogénica) estdo sendo atualmente esclarecidos. A eliminacéo de Pantoea pelas
células do calo indica que o vegetal respondeu a provavel agressao bacteriana, conforme sera

mostrado mais adiante.

5.2 Atividade Especifica da Nitrogenase

Juntamente com o perfil de crescimento das bactérias em co-cultura com os calos
analisou-se a atividade da nitrogenase. Muitas vezes os perfis de atividade especifica da
nitrogenase sdo de dificil interpretacdo, pois, 0s valores sdo muito variaveis entre as amostras.
Na literatura existem poucos artigos que avaliam a influéncia do calo na atividade da
nitrogenase quando cultivado com bactérias.

Conforme observado nas figuras 8 a 13 valores de atividade muito baixos e muito altos

foram observados nas co-culturas, em um curto intervalo de tempo. Os resultados obtidos para
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os trés diferentes isolados de Enterobacter sp. mostram capacidades distintas de fixacdo de
nitrogénio. Segundo Madigan; Cox e Stegeman (1984) a capacidade de fixar nitrogénio é
virtualmente universal entre os membros de uma mesma familia, mas a eficacia deste
processo varia consideravelmente entre espécies. Considerando que, neste trabalho, foram
estudados isolados de diferentes géneros, as diferencas nas atividades estdo de acordo com o
autor acima citado.

No presente estudo, Klebsiella sp. ICB375 e Pantoea sp. ICB409 tiveram sua
atividade da nitrogenase inibida na presenca do calo, dados estes que coincidem com a
inibicdo do crescimento. Apenas na co-cultura com Pseudomonas sp. 1ICB383 houve um
longo periodo de estimulo da atividade da nitrogenase. As linhagens de Enterobacter sp.
(ICB113, ICB117 e I1CB481) tiveram suas atividades estimuladas, em relacdo ao controle,
apenas no inicio da co-cultura. Berg et al. (1980), verificaram que em presenca de calo de
cana-de-acUcar, a atividade da nitrogenase de Azospirillum brasilense foi quatro vezes maior
do que em sua auséncia. No entanto, os autores ndo explicaram de que forma o calo estimulou
a atividade da nitrogenase. DeMoranville et al. (1981) verificaram que a atividade da
nitrogenase de Rhizobium japonicum foi inibida em presenca de células e de extrato de células
de soja. Os autores destacaram que macromoléculas produzidas pela planta podiam estimular
ou inibir a reducdo de acetileno, dependendo das condig¢des de cultivo da co-cultura. No
entanto, nenhuma das macromoléculas isoladas do extrato de células de soja foi caracterizada.
O presente trabalho ndo se voltou para a identificacdo de substancias que atuassem sobre a
atividade da nitrogenase.

Sabe-se que a atividade da nitrogenase € inibida pelo oxigénio, porém outras
moléculas também podem inativa-la. Segundo Imlay (2003), enzimas que contenham o
cluster [4Fe-4S], como a nitrogenase, podem ser inativadas irreversivelmente pelas espécies
reativas de oxigénio, superéxido e peroxido de hidrogénio. A inibicdo da atividade da
nitrogenase observada em Pantoea sp. ICB 409 em co-cultura, nas primeiras horas de cultivo,
deve estar relacionada com o aumento significativo do contetdo de EROs que ocorreu a partir
de 40 minutos de interacdo bactéria/calo.

A forma de apresentacdo dos dados pela literatura dificulta o alcance de uma
concluséo sobre efeitos estimulatorios ou inibitdrios das células vegetais sobre a atividade da
nitrogenase. Normalmente, os dados mostrados nao sdo expressos como atividade especifica
(quantidade de produto formada por unidade de tempo e por UFC). Child e Kurz (1978)
observaram, em Rhizobium e Azospirillum em co-cultura com células vegetais, variagdes na

atividade da nitrogenase ao longo do tempo; porém, ndo foi feita nenhuma relacdo com o
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crescimento bacteriano, ndo sendo possivel saber qual bactéria tinha a nitrogenase mais ativa,
pois, era desconhecido o tamanho das populagdes. Da mesma forma, nédo foi possivel saber se
os calos estimularam ou inibiram a atividade da enzima.

A maior atividade especifica da nitrogenase em Enterobacter sp. ICB117 néo refletiu
em maior crescimento bacteriano. Uma parte do nitrogénio fixado pela bactéria ndo estava
sendo utilizado para aumentar a populacdo, mas, estava sendo transferido para as células
vegetais. A atividade da enzima de Enterobacter sp. ICB113 e Enterobacter sp. ICB117 foi
estimulada pelo calo durante a fase exponencial do crescimento bacteriano, como
demonstrado também por Berg et al. (1980) em co-cultura de calo de cana-de-aglcar com
Azospirillum brasilense. Assim, esta atividade foi efetiva para a populagéo se manter em fase
exponencial. Além das EROs, outras substancias nitrogenadas foram quantificadas neste

trabalho, ndo sendo possivel observar relagdo com o estimulo ou inibi¢do da nitrogenase.

5.3 Contetido Protéico dos Calos

O contetdo protéico das células vegetais pode ser usado como indicador de
transferéncias de nitrogénio combinado liberado pelas bactérias e assimilado pelo calo
(MARTINS, 2007). Ensaios anteriores demonstraram aumento significativo no contetdo
protéico de calos de cana-de-agUcar co-cultivados com bactérias endofiticas diazotréficas.

Em todos os experimentos foi possivel observar incremento protéico do calo de cana-
de-acucar, exceto em calos co-cultivados com Pantoea sp. ICB409. A nitrogenase desta
linhagem permaneceu ativa por apenas 24h. Assim, Pantoea sp. ICB409 n&o contribuiu com
nitrogénio fixado para as células vegetais. Estes dados sdo coerentes com os resultados
obtidos para o crescimento.

O incremento protéico (41,4%) de calos em co-cultura com Enterobacter sp. ICB117
deve estar relacionado com os maiores valores de atividade da nitrogenase (sendo 3238
fmol.UFC. h™, o maior valor) observados nesta bactéria. No entanto, o maior incremento
(50,8%) foi verificado em Enterobacter sp. ICB481 onde se observaram valores
intermediarios e tempo muito menor de atividade enzimatica.

Portanto, os dados aqui apresentados mostram que ndo ha uma relacdo direta entre a
atividade da nitrogenase bacteriana e o contetdo proteico dos calos, podendo haver destinos
diferentes para o nitrogénio combinado, disponibilizado pelo microrganismo, conforme sera

discutido a seguir.
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Os contetdos protéicos dos calos em co-cultura com as outras bactérias (Enterobacter
sp. 1ICB113, Klebsiella sp. ICB375 e Pseudomonas sp. ICB383) aumentaram em menores
proporcOes. Esses valores, mais baixos de conteudos proteicos, podem ser reflexo dos
menores valores de atividade observados. Outra hipdtese a ser considerada € o fluxo de
nitrogénio fixado ter sido desviado para ser utilizado na sintese de outras moléculas
nitrogenadas. Em calos co-cultivados com Klebsiella sp. ICB375 e Pseudomonas sp. ICB383
verificou-se uma maior liberagcdo das substancias nitrogenadas ON e poliaminas, em relacédo
as linhagens de Enterobacter sp. (ICB117 e ICB481) onde se observaram 0Ss maiores
incrementos proteicos.

O tempo em que a nitrogenase se manteve ativa também pode estar relacionado com o
aumento protéico. Apesar das co-culturas com Pseudomonas sp. ICB383 e Klebsiella sp.
ICB375 apresentarem picos de atividade da nitrogenase muito semelhantes, o conteudo
protéico de Pseudomonas sp. ICB383 foi 9% maior em relacdo aos de calos em co-cultura
com Klebsiella sp. ICB375. Isso deve-se, provavelmente, a atividade da nitrogenase ter-se
mantido ativa por mais tempo. As nitrogenases de Pseudomonas sp. ICB383 e Enterobacter
sp. ICB113 estiveram ativas pelo mesmo tempo (760h), porém, os valores dos picos
observados em Pseudomonas sp. ICB383 foram 2,3 vezes maiores que o0s de Enterobacter sp.
ICB113, refletindo em contetdo protéico 6% maior dos calos com Pseudomonas sp. ICB383.

5.4 Espécies Reativas de Oxigénio e Oxido Nitrico

Sabe-se que um microrganismo, ao entrar na planta, desencadeia a producéo de diversas
substiancias em resposta a esta “invasdao”. A producdo de EROs é a primeira resposta
detectada poucos minutos ap6s o contato com o patdgeno (ADAM et al., 1989). Esta primeira
geragdo de EROs deve-se a uma reacdo biologicamente ndo-especifica apresentando uma
rapida duracao, pois, os valores de EROs caem em poucas horas. Isso indica que, ao entrar em
contato com a planta, todo microrganismo é encarado como “organismo estranho” (APEL,;
HIRT, 2004). Em interacGes incompativeis entre planta e patégeno, ap6s algumas horas,
ocorre uma segunda producdo de EROs, mais intensa e prolongada chamada de “explosdo
oxidativa”. As principais EROs produzidas no local da infec¢do sdo o anion superdxido e o
perdxido de hidrogénio (APEL; HIRT, 2004). Este fendmeno foi verificado pela primeira vez
em plantas de batata infectada com Phytophtora infestans (DUKE, 1983).

Neste trabalho observou-se que ocorreu a producdo de EROs caracteristica da reacdo

biologicamente ndo-especifica, tanto em relaces benéficas para a célula vegetal, como em
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relagOes patogénicas. Os resultados aqui apresentados estdo parcialmente de acordo com a
literatura, pois, apos cerca de 40 minutos tanto de interacdo bactéria/célula vegetal quanto nas
células controle ndo se observou a queda de EROs. Nas co-culturas com Pantoea sp. ICB409
foi observado um aumento significativo de EROs em relacdo as células controle e mais
acentuado que nas com Klebsiella sp. ICB375 e Pseudomonas sp.ICB383. N&o se observou a
chamada “explos@o oxidativa” nos calos controle e em nenhuma das co-culturas testadas neste
trabalho, incluindo os resultados obtidos para as trés linhagens de Enterobacter que foram
muito proximos do controle.

Segundo Nanda et al. (2010) a “explosdo oxidativa” parece diferir em intensidade entre
interagBes planta-patdgeno e interagdes planta-simbionte. Esta diferenca poderia atuar como
um sinal especifico pré-definindo a resposta do hospedeiro ao microrganismo. A figura 34
mostra a diferenca de intensidade na producdo de EROs por células co-cultivadas com
Pantoea sp. ICB409 que apresentaram os maiores valores, seguidas das co-culturas com
Klebsiella sp. ICB375 e Pseudomonas sp.ICB383, onde os valores foram intermediarios e,
finalmente, as co-culturas com as trés linhagens de Enterobacter sp. (ICB113, ICB117 e
ICB481) onde os valores foram estatisticamente iguais as células controle. Nem sempre as
respostas a células ndo patogénicas mostram um perfil similar ao de Enterobacter, pois, a
bactéria simbionte Rhizobium parece ter uma eficiente defesa antioxidante, pois as EROs nédo
foram detectadas na bainha de infeccdo quando estes microrganismos entraram na planta
(NANDA et al., 2010). Klessig et al. (2000) detectaram que a atividade de algumas enzimas
destoxificantes foi suprimida pela acdo do oxido nitrico, outra molécula analisada neste
trabalho e que pode ter sido responsavel pelos menores valores de EROs nas bactérias ndo
patogénicas.

Além da produgido de EROs, na chamada “resposta hipersensivel”, também ¢ produzido
oxido nitrico. Esta molécula sinal foi rapidamente acumulada em resposta a patbgenos em
culturas de células de Arabidopsis e de soja (DELLEDONNE et al ., 1998; CLARKE et al .,
2000). Em todos os ensaios realizados neste trabalho foi possivel observar a produgéo de ON
pelas células vegetais em contato com as bactérias, demonstrando que essa liberacdo de ON
pelas células vegetais ocorreu ndo somente nas interagdes incompativeis (Pantoea sp.
ICB409), mas também em interacdes compativeis (linhagens de Enterobacter sp., Klebsiella
sp. ICB375 e Pseudomonas sp. ICB383). Diferencas na intensidade da liberacdo de ON
intracelular também foram observadas: com Pantoea sp. ICB409 observaram-se 0S maiores

valores, com Klebsiella sp. ICB375 e Pseudomonas sp.ICB383 valores intermediarios e com
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as trés linhagens de Enterobacter sp. (ICB113, ICB117 e ICB481) valores estatisticamente
iguais as células controle.

Na literatura sdo citadas diversas técnicas de medida de ON, no entanto, esta
quantificacdo é problematica, e desta maneira poucos dados em relacdo a medidas e deteccao
de ON estdo disponiveis (NEILL; DESIKAN; HANCOCK, 2003). Neste trabalho duas
metodologias foram utilizadas para esta quantificagdo: uma delas quantificava o ON
extracelular por medidas de nitrito, enquanto a outra quantificava ON extra e intracelular
utilizando-se de fluor6foros. Ao comparar os dados obtidos pelas duas técnicas observou-se
que até 18 horas, o perfil do conteudo de ON extracelular foi semelhante (Figuras 20 a 25 e
27). Esta é a Unica comparacdo possivel de ser feita entre as determinacGes do nitrito e de
fluoréforos, uma vez que as medidas desta técnica s6 podem ser realizadas até 18 horas por
limitacdo do fluorimetro.

Para Clarke et al. (2000) e Delledonne et al. (1998), em resposta a patdgenos, a planta
sempre gera EROs e ON concomitantemente. Estes autores mostraram a ocorréncia de um
pico de ON juntamente com um pico de explosdo oxidativa frente a inoculagdo com um
microrganismo patogénico em uma cultura de células em suspensdo de Arabidopsis. O
incremento simultaneo destas duas substancias foi capaz de ativar a resposta hipersensivel em
cultura de células em suspensdo de soja e de tabaco. Apesar de ndo ter sido observada a
“explosdo oxidativa” foram detectados altos valores de EROs e de ON liberados
concomitantemente pelas células vegetais em co-cultura com Klebsiella sp. ICB375,
Pseudomonas sp.ICB383 e Pantoea sp. ICB409 (Figuras 26 e 33). Estes dados mostram que
estas substancias parecem ter um papel importante na resposta das células vegetais ao

entrarem em contato com diferentes microrganismos.

5.5 Etileno e Poliaminas

Outra substéncia medida neste trabalho foi o etileno. Esta substancia é frequentemente
sintetizada em nivel basal durante interagdes compativeis funcionando como fitormonio ou
sendo uma molécula sinal responsavel pela ativagdo de resisténcia sistémica induzida contra
patégenos (HAMMOND-KOSACK; JONES, 2000).

Nos ensaios realizados observou-se um aumento significativo na liberacdo de etileno
pelos calos em co-cultura com todas as linhagens utilizadas. Assim, pode-se concluir que
aqui, a liberacdo do etileno nao foi especifica para relacbes patogénicas ou benéeficas.
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A producdo significativa de etileno por calos em co-cultura com Klebsiella sp.
ICB375, Pseudomonas sp. ICB383 e Pantoea sp. ICB409 sugere que esta molécula pode estar
envolvida na reducdo das populacbes bacterianas, que decairam exatamente apds a maior
liberacdo de etileno, evidenciando que calos podem demonstrar o papel da célula vegetal na
defesa da planta. A quantidade de etileno produzida pelos calos em resposta & presenca
bacteriana pode ter ocasionado as alteragdes dos perfis de crescimento bacteriano: calos em
contato com Pantoea sp. ICB409, onde houve inibicéo total, liberaram mais etileno do que
com Klebsiella sp. ICB375 e Pseudomonas sp. ICB383 onde se observou inibi¢do parcial.
Iniguez et al. (2005) observaram que a adi¢do da molécula precursora de etileno, ACC (acido
1-carboxilico-1-amino ciclopropano), em plantas de Medicago sativa, diminuiu a colonizacdo
por Klebsiella pneumoniae 342 (Kp342) e Salmonella enterica serovar Typhimurium.
Igualmente, Thomma et al. (1999) verificaram que plantas de Arabidopsis, incapazes de
perceber o etileno, foram mais suscetiveis a infeccdo com o fungo Botrytis cinerea.

O etileno é um dos fatores envolvidos no estabelecimento da interacdo
endofitico/cana-de-agucar, pois, a sua sinalizacdo pode ser modulada de maneira diferente de
acordo com o microrganismo. A expressdo de determinados genes e fatores de transcricdo
relacionados ao etileno foi distinta em resposta a inoculagdo com diferentes espécies de
bactérias endofiticas diazotroficas e patogénicas. Uma expressdo mais acentuada ocorre
qguando este segundo grupo penetra na planta, podendo se especular que estes genes podem
ser modulados de maneira diferente em associacdes benéficas ou patogénicas
(CAVALCANTE et al., 2007).

Em plantas trés poliaminas sdo as mais abundantes e estdo envolvidas em diversas
respostas a estresses bidticos e abioticos: putrescina, espermidina e espermina (ALCAZAR et
al., 2006; HUSSAIN et al., 2011). AlteracBes nos niveis de poliaminas foram observadas em
plantas infectadas com fungos e virus (WALTERS, 2000). Da mesma forma, os dados
apresentados neste trabalho, mostraram alteracGes significativas no conteudo de poliaminas
livres totais em calos co-cultivados com Klebsiella sp. ICB375, Pseudomonas sp. ICB383 e
Pantoea sp. ICB409.

Yamakawa et al. (1998) observaram que, ap6s infeccdo com o virus do mosaico do
tabaco, o acumulo de espermina em células vegetais induziu a expressdao de proteinas
relacionadas a patogénese. Torrigiani et al. (1997) observaram um aumento nas concentragdes
de putrescina e espermidina livres e conjugadas em plantas de tabaco infectadas com o virus
apos 3 a 5 dias. Neste trabalho, alteragfes nos niveis totais de espermina e espermidina foram

observadas nos calos co-cultivados com todas as linhagens bacterianas utilizadas. Deste
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modo, pode-se concluir que, apesar da literatura citar alteragdes nos niveis destas poliaminas
em interages patogénicas, ela também pode ocorrer em interaces benéficas. Nos calos co-
cultivados com Klebsiella sp. ICB375, Pseudomonas sp. ICB383 e Pantoea sp. ICB409 os
picos de liberacdo de espermina e espermidina livres foram detectados em 72 horas de
experimento, como no trabalho de Torrigiani et al. (1997). Segundo Yoda et al. (2009) a
espermina e seu produto de degradacédo, o peroxido de hidrogénio, sdo elementos chave para
induzir a resposta hipersensivel contra patdogenos em plantas. As maiores alteracdes
observadas no conteudo de EROs também foram encontradas em calos co-cultivados com
estas trés linhagens onde houve alteracdo no conteldo de espermina, reforcando o papel
dessas duas substancias na defesa da planta.

As vias biossintéticas do etileno e das poliaminas possuem um precursor comum, a S-
adenosil metionina (SAM). Em calos em contato com Klebsiella sp. ICB375, Pseudomonas
sp. ICB383 e Pantoea sp. ICB409 foram encontradas alteracGes significativas nos niveis tanto
de etileno quanto de poliaminas. Assim, pode-se sugerir que estas duas vias tenham tido um

papel fundamental no controle populacional destas linhagens bacterianas.

5.5 Acido Salicilico

O principal papel fisiologico atribuido ao AS na planta € o de funcionar como uma
molécula sinalizadora na resposta de defesa a patdgenos biotréficos e hemibiotroficos bem
como no estabelecimento da resisténcia sistémica adquirida (GRANT; LAMB, 2006). Esta
substancia é capaz de induzir a expressao de genes ligados a varias proteinas relacionadas a
patogénese em plantas (MARTINEZ et al., 2000).

Por ser um hormonio vegetal, o AS é produzido pelas células vegetais para a regulacao
de diversas fungbes. Assim, nos calos controle encontrou-se AS tanto na forma livre como
conjugado a outras moléculas na célula (Figuras 34 e 35).

Bari, Jonathan e Jones (2009) verificaram que os niveis de AS aumentaram em tecidos
de plantas infectados por patdgenos. As figuras 34 a 36 mostram aumentos significativos no
conteddo de AS dos calos em co-cultura com Klebsiella sp. ICB375, Pseudomonas sp.
ICB383 e Pantoea sp. ICB409. As relacdes benéficas (calos co-cultivados com Enterobacter
sp.) ndo foram diferentes estatisticamente em relacdo ao conteudo de AS do controle. Os
maiores niveis de AS foram verificados nos calos em co-cultura com Pantoea sp.ICB409. Os
calos co-cultivados com esta linhagem apresentaram 0s maiores valores de todas as

substancias de defesa analisadas, além de ndo apresentarem incremento protéico.
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Duas vias distintas de resposta de defesa sistémica existem em plantas. Uma, a
resisténcia sistémica adquirida, usa acido salicilico como sinal, enquanto a outra, resisténcia
sistémica induzida, usa etileno como sinal. Dependendo da bactéria, a planta pode ativar as
duas vias ao mesmo tempo. Os maiores valores de etileno e acido salicilico observados em
Klebsiella sp. ICB375, Pseudomonas sp. ICB383 e Pantoea sp. ICB409 foram verificados nos
mesmos tempos de medida, indicando que estas duas substancias podem estar ativando as

duas vias de defesa para controlar as populacGes bacterianas.

5.6 Conclusdes Finais

Todos os dados obtidos até 0 momento permitem distinguir que tipos distintos de
bactérias endofiticas levam a diferentes interacfes entre os calos de cana-de-aglcar e 0S
microrganismos. Estas interaces podem caracterizar as bactérias como: benéficas,
patogénicas e “intermediarias”. Quando foram observados: estimulo do crescimento
bacteriano pelo calo, atividade de nitrogenase e incremento protéico dos calos, pode-se
sugerir que a interacdo entre os calos e as bactérias (Enterobacter sp. ICB113, ICB117 e
ICB481) foi benéfica. Outros dados que reforcam este carater benéfico sdo as medidas
estatisticamente iguais ao controle do contetdo de poliaminas, &cido salicilico, EROs e ON.
Pantoea sp. ICB409 em co-cultura com calos teve seu crescimento e atividade da nitrogenase
inibidos, além de ndo ocorrer incremento protéico dos calos. Neste caso, a bactéria foi
patogénica. A resposta de defesa foi coerente, os niveis encontrados foram sempre 0s maiores.
Um tipo de microrganismo “intermediario” foi observado pelo: crescimento de Klebsiella sp.
ICB375 e Pseudomonas sp. ICB383 inicialmente estimulado e depois parcialmente inibido,
presenca de atividade da nitrogenase que refletiu no incremento protéico dos calos e nas
maiores concentracdes de substancias de defesa nitrogenadas (poliaminas e ON). Aqui, niveis
intermediarios das medidas de etileno e &cido salicilico foram observados.

Portanto, pode-se concluir que o modelo calo de cana-de-agucar/bactéria endofitica
diazotréfica foi capaz de evidenciar diferentes interaces entre vegetal e bactéria, assim como,

diferentes niveis de resposta de defesa da célula vegetal.
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6 CONCLUSOES

- Os calos evidenciou a capacidade de células vegetais interagirem com bacterias de diferentes

maneiras: estimulo, inibicdo parcial e inibicdo total do crescimento bacteriano.

- O calo pode atuar sobre a atividade da nitrogenase bacteriana estimulando-a ou inibindo-a.

- A contribuicdo bacteriana pode ser evidenciada pelo aumento significativo do contetdo

protéico de calos em co-cultura em relacdo aos calos controle.

- As respostas de defesa dos calos foram observadas em diferentes niveis e refletiram de modo

similar aos efeitos verificados no crescimento de cada linhagem.

- O modelo calo de cana-de-agucar/bactéria endofitica diazotrofica foi capaz de evidenciar
diferentes interacdes entre vegetal e bactéria, assim como, diferentes niveis de resposta de

defesa da celula vegetal.
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APENDICE - Tabelas suplementares
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Tabela 1 — Valores de UFC de Enterobacter sp. ICB113 em cultura pura e em co-cultura com

calo de cana-de-agucar.

Tempo (h) UFC Contr(l)le UFC Co-cultura
(UFC.mL™) (UFC.mL™)
0 3,22E+04+0,07 3,22E+04+0,07
6 8,30E+05+0,04 9,78E+05+0,06
24 3,96E+07+0,05 3,14E+08+0,06
48 3,93E+07+0,05 2,33E+08+0,34
72 3,75E+07+0,04 2,11E+08+0,02
168 3,25E+07+0,05 2,07E+08+0,09
216 2,98E+07+0,06 8,70E+07+0,23
336 2,75E+07+0,07 8,18E+07+0,05
384 9,87E+06+0,21 6,27E+07+0,43
432 9,50E+06+0,03 3,84E+07+0,04
552 8,80E+06+0,02 4,17E+07+0,05
760 6,77E+06+0,07 3,39E+07+0,09
928 5,77E+06+0,10 3,27E+07+0,09
1096 3,15E+06+0,04 2,97E+07+0,08
1200 3,80E+05+0,04 2,42E+07+0,07

Tabela 2 — Valores de UFC de Enterobacter sp. ICB117 em cultura pura e em co-cultura com

calo de cana-de-acuUcar.

Tempo (h) UFC Contrtl)le UFC Co-cultura
(UFC.mL™) (UFC.mL™)
0 1,47E+04+0,17 1,47E+04+0,17
4 4,64E+04+0,09 3,37E+04+0,06
8 2,15E+05+0,08 1,53E+05+0,15
24 1,46E+06+0,10 1,41E+06+0,13
30 2,87E+06+0,16 5,90E+05+0,15
48 1,71E+07+0,17 4 11E+07+0,14
72 2,35E+07+0,11 4,06E+07+0,09
96 2,23E+07+0,12 4,38E+07+0,09
168 2,68E+07+0,09 6,68E+07+0,15
240 1,82E+07+0,11 4,13E+07+0,09
288 1,37E+07+0,24 3,14E+07+0,23
360 1,02E+07+0,19 1,83E+07+0,19
408 5,68E+06+0,19 5,79E+07+0,10
456 6,57E+06+0,20 6,79E+07+0,13
576 1,52E+06+0,20 3,26E+07+0,37
696 1,17E+06+0,13 5,62E+07+0,20
792 2,21E+05+0,18 1,24E+06+0,18
1032 8,07E+04+0,19 1,89E+06+0,31

1200

6,13E+04+0,14

2,15E+06+0,12
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Tabela 3 — Valores de UFC de Enterobacter sp. ICB481 em cultura pura e em co-cultura com

calo de cana-de-agucar.

Tempo (h) UFC Contr(l)le UFC Co-cultlura
(UFC.mL™) (UFC.mL™)
0 8,40E+04+0,11 8,40E+04+0,11
3 8,13E+04+0,06 2,73E+05+0,11
24 3,09E+06+0,07 3,37E+07+0,05
48 1,21E+07+0,16 3,66E+07+0,13
72 8,33E+06+0,11 1,80E+08+0,09
96 1,34E+07+0,03 2,86E+08+0,12
144 1,46E+07+0,03 6,35E+07+0,17
192 2,32E+06+0,04 1,44E+07+0,05
240 2,09E+06+0,03 1,29E+07+0,06
312 7,33E+05+0,06 1,13E+06+0,04
360 5,70E+05+0,09 1,53E+06+0,05
408 5,63E+05+0,10 1,39E+06+0,06
528 5,53E+05+0,11 1,42E+06+0,03
696 5,10E+05+0,10 1,33E+06+0,03
864 5,43E+05+0,10 1,17E+06+0,08
1008 5,37E+05+0,08 1,21E+06+0,09
1176 5,17E+05+0,09 9,80E+05+0,04

Tabela 4 — Valores de UFC de Klebsiella sp. ICB375 em cultura pura e em co-cultura com
calo de cana-de-acuUcar.

Tempo (h) UFC Contrtl)le UFC Co-cultlura
(UFC.mL™) (UFC.mL™)
0 3,57E+06+0,08 3,57E+06+0,09
3 8,99E+06+0,03 8,46E+06+0,03
24 2,10E+07+0,27 1,66E+08+0,02
48 2,01E+07+0,07 4,45E+08+0,08
72 2,59E+07+0,14 4,04E+08+0,09
96 2,13E+07+0,10 1,99E+08+0,04
144 2,68E+07+0,04 2,04E+08+0,01
192 3,08E+07+0,05 1,32E+07+0,03
240 1,46E+07+0,06 1,18E+07+0,21
312 1,40E+07+0,03 9,97E+06+0,06
360 1,69E+07+0,12 1,53E+06+0,07
408 4,98E+06+0,02 1,78E+05+0,06
528 4 97E+06+0,14 7,84E+05+0,25
696 4 24E+06+0,25 6,11E+05+0,11
864 3,52E+06+0,05 3,41E+05+0,04
1008 1,08E+07+0,05 3,15E+05+0,06
1176 1,00E+06+0,06 9,00E+02+0,05




Tabela 5 — Valores de UFC de Pseudomonas sp. ICB383 em cultura pura e em co-cultura

com calo de cana-de-agUcar.

Tempo (h) UFC Contr(l)le UFC Co-cultura
(UFC.mL™) (UFC.mL™)
0 1,24E+04+0,14 1,24E+04+0,14
4 1,10E+04+0,24 1,12E+04+0,16
8 1,37E+04+0,18  3,97E+04+0,10
24 8,75E+06+0,22 3,32E+07+0,13
30 1,94E+07+0,18  3,34E+07+0,12
48 1,56E+07+0,18  2,85E+07+0,15
72 1,36E+07+0,26  2,28E+07+0,22
96 1,67E+07+0,28 1,74E+07+0,08
168 1,05E+06+0,19 2,36E+06+0,11
216 3,11E+06+0,28  9,23E+05+0,21
264 1,91E+06+0,19 1,95E+05+0,23
312 1,98E+06+0,20  2,00E+05+0,09
360 1,85E+06+0,20  2,00E+05+0,13
408 1,74E+06+0,26 1,72E+05+0,26
480 1,83E+06+0,24 1,65E+05+0,29
648 1,48E+06+0,23 1,76E+05+0,26
864 1,21E+06+0,27 1,46E+05+0,23
1176 1,25E+06+0,21 1,21E+05+0,20
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Tabela 6 — Valores de UFC de Pantoea sp. ICB409 em cultura pura e em co-cultura com calo
de cana-de-agUcar.

UFC Controle

UFC Co-cultura

Tempo () (UFC.mLY) (UFC.mLY)
0 159E+04+1,20  1,59E+04+1.20
4 797E+04+101  1,92E+04+0.16
8 5.08E+05+117  4,25E+0540,11
24 L17E+07+021  1,17E+050.25
30 158E+07+015  1.34E+07+0.12
48 1.77E407+0,09  2,21E+07+0.06
72 172E407+017  1.62E+07+0.17
% 1.86E+07+1.49  1,74E+06+1.29

216 118E+07+018  1,02E+0540.15
264 0.53E+06+0.14  5.05E+04+0.77
336 6.45E+06+014  1,66E+05+0.09
384 146E+06+0,11  4.95E+04+0 11
432 141E+0540.10  3,67E+02+0,07
504 1.02E+06+0,18  7.77E+02+0.21
624 308E+05+010  4.87E+02+0.37
792 5,14E+03+0.78  3,50E+02+0.50
960 1.21E+04+0,18  1,23E+01+0.77
1176 7.68E+03+0,23  0.00E+00+0,00




Tabela 7 — Valores de atividade especifica da nitrogenase de Enterobacter sp. ICB113 em
cultura pura e em co-cultura com calo de cana-de-acucar.

Atividade Controle  Atividade Co-cultura

Tempo () " g0l UFC LAY (fmol UFC™ b2
0 0,00£0,00 0,000,00
6 0.88+0.19 1.16+0,28
24 1.21+0,26 2.77+0.24
48 3.55+0,11 0.47+0,17
72 0.32+0,12 0.29+0.13

168 0.43+0.16 0.33+0,17
216 0.17+0.10 0,06+0,09
336 0,16+0.11 0.30+0,19
384 0,05+0.13 0,04+0,05
432 0,09+0.11 0,06+0,07
552 0,00+0.00 0,18+0,09
760 0,00+0.00 0,04+0,05
928 0,00+0.00 0,00+0,00
1096 0,00+0.00 0,00+0,00
1200 0,00+0,00 0,00+0,00

Tabela 8 — Valores de atividade especifica da nitrogenase de Enterobacter sp. ICB117 em
cultura pura e em co-cultura com calo de cana-de-agucar.

Atividade Controle  Atividade Co-cultura

Tempo (N) o) UEC LAY (fmol. UFC™L.h?
0 0,000,00 0,00+0,00
4 161,23+52,50 3238,6875,20
8 87,16:+17,40 598,33+87,40
24 72.73+13.26 494,13+84.80
30 89,70+10,25 474,81+35 60
48 10,34+2,65 17,58+17,40
72 4,64+0,15 23,79+4,20
% 2.8+0,45 94,89+22,30
168 0.51+0,12 10,77+3,70
240 0,00+0,00 22.54+4 80
288 0.69+0,21 81,24+9,50
360 0,00+0,00 22.7243.60
408 0,00+0,00 0,00+0,00
456 0,00+0,00 0,00+0,00
576 0,00+0,00 0,00+0,00
696 0,00+0,00 0,00+0,00
792 0,00+0,00 0,00+0,00
1032 0,00+0,00 0,00+0,00
1200 0,00+0,00 0,00+0,00




Tabela 9 — Valores de atividade especifica da nitrogenase de Enterobacter sp. ICB481 em
cultura pura e em co-cultura com calo de cana-de-acucar.

Atividade Controle  Atividade Co-cultura
Tempo (h)

(fmol.UFC™.h™) (fmol. UFC.h™
0 0,00+0,00 0,00+0,00
3 124,92+31,75 151,35+23,50
24 18,26+8,97 0,59+0,56
48 1,70%0,55 0,09+0,08
72 2,11+0,98 0,10+0,12
96 1,43+0,37 0,08+0,07
144 1,53+0,69 0,20%0,05
192 0,000,00 0,00+0,00
240 0,00+0,00 0,00+0,00
312 0,000,00 0,00+0,00
360 0,00+0,00 0,00+0,00
408 0,000,00 0,00+0,00
528 0,00+0,00 0,00+0,00
696 0,000,00 0,00+0,00
864 0,00+0,00 0,00+0,00
1008 0,000,00 0,00+0,00
1176 0,0040,00 0,00+0,00

Tabela 10 — Valores de atividade especifica da nitrogenase de Klebsiella sp. ICB375 em
cultura pura e em co-cultura com calo de cana-de-acucar.

Atividade Controle Atividade Co-cultura
Tempo (h)

(fmol. UFC™*.h™) (fmol.UFC* h'
0 0,00%0,00 0,00+0,00
3 5,63+0,64 6,57+1,22
24 4,63+0,18 0,88+0,12
48 5,18+0,44 0,32+0,17
72 8,90+0,87 0,08+0,06
96 0,95+0,15 0,14+0,10
144 0,55+0,21 0,07+0,05
192 0,44+0,28 0,92+0,48
240 0,88+0,25 0,97+0,37
312 0,00+0,00 0,00+0,00
360 0,00+0,00 0,00+0,00
408 0,00+0,00 0,00+0,00
528 0,00+0,00 0,00+0,00
696 0,00+0,00 0,00+0,00
864 0,00+0,00 0,00+0,00
1008 0,00+0,00 0,00+0,00
1176 0,00+0,00 0,00+0,00
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Tabela 11 — Valores de atividade especifica da nitrogenase de Pseudomonas sp. ICB383 em

cultura pura e em co-cultura com calo de cana-de-agucar.

Atividade Controle

Atividade Co-cultura

Tempo () o1 UEC L WY (fmol UFC™ h'2
0 0,00£0,00 0,0020,00
6 0,08+0.25 0.20+0,27
24 0.39+0,26 0.45+0,17
48 1,05+0.48 5.58+0,89
72 0,89+0.46 3.50+0,78

168 0,16+0.49 4.75+0.48
216 0,17+0,08 3.14+0,28
336 0,66+0.09 6.25+0,68
384 0,12+0.17 2.44+0.15
432 0,00+0.00 0.95+0,34
552 0,00+0.00 0.78+0,32
760 0,00+0.00 0.24+0,07
928 0,00+0.00 0,00+0,00
1096 0,00+0.00 0,00+0,00
1200 0,00+0,00 0,00+0,00

Tabela 12 — Valores de atividade especifica da nitrogenase de Pantoea sp. ICB409 em cultura

pura e em co-cultura com calo de cana-de-agUcar.

Atividade Controle

Atividade Co-cultura

Tempo (N) o) UEC LAY (fmol.UFCLh'!
0 0z 0,00+0,00
4 70,25+0,76 2.88+0.68
8 79.57+1,02 6.12+0.57
24 27.88+0.45 7.53+0,21
30 4,05+0,23 0,00+0,00
48 1.24+1,08 0,00+0,00
72 0,00+0,00 0,00+0,00
% 0,00+0,00 0,00+0,00

168 0,00+0,00 0,00+0,00
216 0,00+0,00 0,00+0,00
264 0,00+0,00 0,00+0,00
336 0,00+0,00 0,00+0,00
384 0,00+0,00 0,00+0,00
432 0,00+0,00 0,00+0,00
504 0,00+0,00 0,00+0,00
624 0,00+0,00 0,00+0,00
792 0,00+0,00 0,00+0,00
960 0,00+0,00 0,00+0,00
1176 0,00+0,00 0,00+0,00




