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RESUMO

Os bambus sdo pertencentes a familia Poacea, sendo distribuidos em cerca de 90
géneros e 1400 espécies. Fazem parte de um grande grupo de monocotiledéneas perenes
e apresentam grande potencial florestal e agricola. Entretanto existem algumas
dificuldades na suacadeia produtiva, tais como,deficiéncia no processo de multiplicacao,
raro florescimento esementes com baixa viabilidade. Isso dificulta sua propagacao
sexuada e assim utiliza-se a propagagdo vegetativa, com técnicas como transplante
direto ou enraizamento de estacas e pedacos de colmos. Biotecnologias associadas a
micropropagacao se configuram como ferramentas Uteis para sua propagacdo em larga
escala. Estudos apontam que microrganismos endofiticos possuem diversas funcdes
para as plantas, tendo como beneficios a fixac&o de nitrogénio, solubilizagdo de fosforo,
biorremediacdo, entre outros. Estes endofiticos foram se encontram presentes no
Bambu, como demonstra o trabalho de Belincanta. O presente trabalho buscou testar o
efeito promotor de crescimento de isolados bacterianos na aclimatizacdo de plantas
micropropagadas do bambu Dendrocalamus asper, avaliando-seopotencial de Fixagéo
Biologica de Nitrogénio, utilizando-se de teste de FBN com meio especifico e a
possibilidade de Promocéo de crescimento dos isolados selecionados por meio de testes
in vitro com explantes de bambus. Ao trigésimo de subcultivo de D. asper in vitro foi
inoculado 1 mL de cada suspensdo dos isolados bacterianos na regido basal das
touceiras. Ap6s quarenta e cinco dias da inoculacdo, foram avaliados os seguintes
pardmetros: comprimento de raizes, altura dos explantes, quantidade de folhas e
comprimento dos colmos. Dos isolados da colecdo de bactérias endofiticas de
Dendrocalamus asper, oito apresentaram resultados positivos para analises de FBN em
meio especifico, edois para a realizacdo do teste de inoculagdo in vitro; destes nenhum
apresentou resultado positivo para o teste de FBN. A escolha se deu em funcdo da
producdo de AIA (média para Ba04 e alta para Ba24). Em relacdo a testemunha todos os
tratamentos foram superiores, dando-se destaque ao Meio LB, que apresentou 0s
melhores resultados, principalmente para o parametro de altura dos colmos.

Palavras-chave:Bambu.lsolados. FBN.Promotores de crescimento.In vitro.Nao
contaminantes.



ABSTRACT

Bamboos belong to the Poacea family, being distributed in about 90 genera and 1400
species. They are part of a large group of perennial monocots and have great forestry
and agricultural potential. However, there are some difficulties in its production chain,
such as deficiency in the multiplication process, rare flowering and seeds with low
viability. This makes its sexual propagation difficult and thus vegetative propagation is
used, with techniques such as direct transplantation or rooting of cuttings and pieces of
stems. Biotechnologies associated with micropropagation are useful tools for its
propagation on a large scale. Studies indicate that endophytic microorganisms have
several functions for plants, with benefits such as nitrogen fixation, phosphorus
solubilization, bioremediation, among others. These endophytes were found in Bamboo,
as demonstrated by the work of Belincanta. The present work sought to test the growth
promoting effect of bacterial isolates on the acclimatization of micropropagated plants
of the bamboo Dendrocalamus asper, evaluating the potential for Biological Nitrogen
Fixation, using the FBN test with a specific medium and the possibility of promoting
the growth of selected isolates through in vitro tests with bamboo explants. At the
thirtieth of subculture of D. asper in vitro, 1 mL of each suspension of bacterial isolates
was inoculated in the basal region of the clumps. Forty-five days after inoculation, the
following parameters were evaluated: root length, explant height, number of leaves and
stem length. Of the isolates from the collection of endophytic bacteria of
Dendrocalamus asper, eight showed positive results for analysis of FBN in specific
medium, and two for the in vitro inoculation test; of these none showed a positive result
for the FBN test. The choice was based on the production of AlA (average for Ba04 and
high for Ba24). In relation to the control, all treatments were superior, with emphasis on
Medium LB, which presented the best results, mainly for the parameter of stem height.

Keywords:Bamboo. Isolates. FBN. Growth promoters.In vitro.Non-contaminating.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

UM — micromolar

AIA Acido indol acético

BAP Benzilaminopurina/Benzylaminopurine
cm — centimetro

DIC Delineamento Inteiramente Casualizado
FNB

H Horas

LB Luria Bertani

mg - miligrama

mL Mililitro

mm — milimetros

UFC Unidade formadora de col6nia
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1 INTRODUCAO

Os bambus pertencem a familia Poacea e estdo distribuidos em cerca de 90
géneros e 1400 espécies, distribuidos por regiGes tropicais e subtropicais do planeta
(DRUMOND, 2017). Possuem ciclo perene, sdo renovaveis, com rapido crescimento,
produzindo alta quantidade de biomassa(WIEDMAN, 2017).Seu carater perene
prescinde de replantio, e assim apresentam expressivo potencial agricola e florestal
comparativamente a outros tipos de matérias-primas, com aproveitamento por area e
alta velocidade de crescimento (FIALHO et al., 2005).

Mesmo sendo um mercado em expansdo, ocorre a falta de tradicdo da cadeia
produtiva e ha lacunas de conhecimento e tecnologias que permitiriam usar diferentes
espécies de bambu, o que o limitam a pequenos negdcios, como o artesanato e
ornamentacdo(DRUMOND; WIEDMAN 2017). Entretanto, Fialho et al. (2005)
acreditam que a producdo de bambu pode representar uma alternativa inovadora e
interessante para o agronegocio e setor florestal brasileiro, tornando fundamental o
avancgo nas pesquisas e desenvolvimento de tecnologias para maximizar os beneficios
socioecondmicos e ambientais.

Segundo Gilis et al. (2005) ha algumas dificuldades no desenvolvimento da
cadeia produtiva, e entre elas mencionam-se as dificultadas no processo de obtencdo
de mudas e a rara obtencdo de sementes devido ao longo espago entre floracGes
sucessivas, sendo utilizada a propagacao vegetativa, com técnicas como transplante
direto ou enraizamento de estacas e pedacos de colmos (PEIXOTO, 2017).

Diante dessas dificuldades, uma alternativa que facilita a multiplicacdo dessas
espécies, é a micropropagacdo (MUDOI et al., 2013), que possibilita a producdo em
larga escala, mantendo a identidade genética do material, podendo ser direcionada para
plantas matrizes.Mesmo uma alternativa t&o eficiente pode apresentar problemas. Um
dos gargalos é a taxa elevada de microrganismos associados aplanta matriz, o que
causa a contaminagdo das culturas in vitro(RAMANAYAKE,2006). Alguns desses
microrganismos sdo endofiticos, ou seja, com capacidade de colonizar vegetais
internamente (TEIXERA et al., 2007).Estudos  apontam  que  microrganismos

endofiticos possuem diversas funcBes para as plantas, tendo como beneficios a fixagdo
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de nitrogénio, solubilizacdo de fosforo, estimulo ou producdo de fitorménios,
destacando-se as auxinas, como a cido indol acético (AIA)(TEIXERA et al., 2007).

Diante dos fatos e das necessidades apresentadas de producdo de mudas de alta
qualidade de bambu busca-se utilizar bactérias endofiticas para estimular o
crescimento da planta.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral
Avaliar o potencial deuso de isolados bacterianos como na micropropagacao de

Dendrocalamus asper.

1.1.2 Obijetivos Especificos
- Avaliar o potencial de FBN dos isoladosinvitro.
- Avaliar o efeito do tamanho pré determinado da populacéo bacteriana sobre

as culturas in vitro de Dendrocalamus asper.



13

2 REFERENCIAL TEORICO

O avanc¢o do uso do bambu em diversos setores socioecondémicos, além da
sua importancia ambiental, vem estimulado anecessidade de serem desenvolvidos e
disponibilizados métodos réapidos e eficazes para sua propagacdo. Dentre esses
métodos, inclui-se o desenvolvimento de protocolos de micropropagacdo, a fim de

suprir a demanda crescente por mudas de boa qualidade.

2.1 BAMBU: IMPORTANTE CONTRIBUINTE ECONOMICO E AMBIENTAL

Os bambus pertencem a familia Poacea e se agrupam em 650 géneros e 1200
espécies, que fazem parte da subfamilia Bambusoideae, sendo consideradas gramineas
lenhosas ndo arbdreas (SORENG et al., 2015). Apresentam distribuicdo natural nas
zonas tropicais e subtropicais, entre aproximadamente, 46° N e 47° S de latitude,
exceto na Antartica (KELCHNER et al., 2013). Encontram-se naturalmente
distribuidos pela Asia, América e Africa, com fortes indicios de ser na Asia, 0 seu
centro de diversidade (GRECO, 2016)

Os bambussdo gramineas constituida da parte superior até o solo por colmos,
segmentados por nds, entrends que possuem folhas, bainhas e brotos na parte superior
e na parte inferior do solo se encontram o0s rizomas, 0s brotos do rizoma e as raizes
(KIGOMO, 2007). Os colmos tém morfologia variada, podem ser sélidos, fistulosos
ou medulosos, eretos, arqueados, apoiantes ou escandentes. O didmetro pode variar
desde milimetros até dezenas de centimetros (DRUMOND; WIEDMAN, 2017).

O Brasil apresenta a maior diversidade de bambus do Novo Mundo, sendo
listadas 232 espécies nativas distribuidas em 34 géneros, com maiores ocorréncias na
Mata Atlantica e Amazbnia (JUDZIEWICZ et al., 1999; FILGUEIRAS;
GONCALVES, 2004). Os primeiros estudos de descricdo da estrutura das florestas
com bambu no Brasil foram realizados na Amazé6nia sul-ocidental nos anos 70
(CARMO et al., 2017).

Apesar de o Brasil apresentar alta diversidade de espécies, a cadeia produtiva
do bambu ainda é recente e se baseia em espécies exdticas e em tecnologias advindas

dos paises de origem, ignorando as espécies nativas com alto potencial (ORNELLAS,
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2017). Umadas principais dificuldadespara a consolidagédo da cadeia produtiva do
bambu no Brasil € o fornecimento em larga escala de mudas de boa qualidade genética
e fitossanitaria. Assim, torna-se necessario desenvolver novas metodologias de
propagacdo que possam suprir as demandas do momento e do futuro (SANCHEZ,
2011).

Diante do baixo rendimento e alta heterogeneidade dos métodos
convencionais de propagacdo da maioria dos bambus lignificados, a micropropagacao
é importante alternativa para producédo de mudas (MUDOI et al., 2013). A introducao
in vitro de determinado genotipo possibilita a sua conservacdo a médio e longo prazo,
isolando o germoplasma de fatores bidticos e abidticos do meio ambiente
(ENGELMANN, 2011).Segundo Guerra et al. (1999), técnicas de cultura de tecidos
vegetais apresentam grande potencial para o desenvolvimento e a propagacdo massal
de germoplasma elite, com garantia de qualidade genética e fitossanitaria (GUERRA
etal., 1999).

Ha dificuldades micropropagacdo de bambus (BELINCANTA, 2019). Um
dos principais gargalosé a elevada taxa de desenvolvimento de microrganismos
associados a planta-matriz, especialmente, quando essa se encontra em condi¢des de
campo (CHOUDHURI, 2005; RAMANAYAKE et al., 2006). Muitos desses
microrganismos, especialmente as bactérias, sdo considerados endofiticos, ou seja,
com capacidade de colonizar os tecidos vegetais internamente (KUSS et al., 2007;
TEIXEIRA et al., 2007).

2.2 BACTERIAS: CONTAMINANTES ou ENDOFITICAS NA
MICROPROPAGACAO DO BAMBU?

A ocorréncia de bactérias em culturas de tecido de bambu ja foi relatada na
literatura para diversas espécies, como Guadua angustifolia (NADHA et al., 2012).
Santos et al (2014) obtiveram 32 isolados bacterianos a partir do cultivo in vitro de
Dendrocalamus asper e Bambusa oldhamii. De acordo com NADHA et al. (2012), essa
tem sido a causa da queda no desempenho de culturas, da degeneragéo de longo prazo
dos estoques mantidos, e da dificuldade de reprodutibilidade de protocolos de cultura

de tecidos.
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A contaminacdo microbiana que ocorre durante a propagacgdo in vitro de
plantas € um problema que impedeo sucesso e 0 estabelecimento de processos de
assepsia adequados para cada cultura (BELINCANTA, 2019). Procedimentos
experimentais que incluem a desinfestacdoquimica e uso de antibidticos foram
utilizados comvarios niveis de sucesso para minimizar ou eliminar a contaminacgao
(NADHA et al., 2012). A contaminagdo por microrganismos na introducdo de
espéecies de bambus in vitro é um dos principais gargalos para a
micropropagacdo(RAMANAYAKE et al., 2006).

Entretanto, vérios estudos mostraram que parte dos microrganismos
contaminantes ocorre de forma endofiticas, em cada planta(HALLMANN et al.,
1999). Uma definicao recente sobre endofiticos é relatada como sendo microrganismos
que podem ou nao ser cultivaveis e habitam o interior dos tecidos vegetais, sem causar
danos ao hospedeiro(ESPOSITO-POLESI, 2020).Microrganismos enddfitostemum
papel especial na planta em relacdo a adaptacdo ao estresse, devido a sua particular
parceria estrutural e funcional com a planta (THOMAS et al., 2007; COMPANT et al.,
2010). De acordo com Moshynets(2012), é importante o conhecimento da microbiota
associada a espécies de bambu para que se possa ter conhecimento de seus efeitos
sobre as plantas.Assim, muitos microrganismos considerados contaminantes sao
caracterizados como endofiticos, ou seja, ttm a capacidade de colonizar tecidos
vegetais e serem benéficos. Em sua maioria, esses microrganismos sdo bactérias,
responsaveis pela da sintese de varias sustancias e processos que fornecem moléculas
quimicas para o desenvolvimento do vegetal (DO VALLE, 2019).

As bactérias endofiticas estdo presentes na maioria das plantas, de forma
latente ou ativa nos tecidos vegetais e tém potencial no crescimento de plantas, pela
capacidade de solubilizacdo de fosfato, fixacdo bioldgica do nitrogénio, ou estimular a
producdo de fitormonios (CHEN et al., 2006; SELVAKUMAR et al., 2008).Como
exemplo de producéo de fitormdnios, podendocitar o trabalho realizado por Belincanta
(2019), em que os isolados bacterianos produziram, em média, 9,25 pg/mL de AIA. A
autora selecionou trés isolados que apresentaram efeitos diferenciados em explantes de
bambu. O isolado Ba24 (Brevibacillus parabrevis) induziumaior nimero de raizes, O
isolado Ba03 (Serratia marcescens) reduziu a altura e o comprimento de raizes e 0

isolado Bal6 (Bacillus subtilis) ndo alterou os parametros avaliados.
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Uma técnica inovadora e que vem se mostrando promissora € a aplicacao
desses microrganismos na micropropagacdo, denominada bioprimingin vitro
(BERNAL et al., 2008). Em estudos de inoculacdo de microrganismos endofiticos em
cultivo in vitro, antes da aclimatizagdo, mostraram evidéncias de maior taxa de
sobrevivéncia das plantas ex vitro. Foi observada a contribuigdo no enraizamento, na
brotacdo e no aumento da taxa fotossintética em cana-de-agUcar, aumentando o
rendimento na propagacdo (NOWAK; PRUSKI, 2004).

Diversas bactérias endofiticas tém sido descritas como fixadoras de N (KUSSet
a.l, 2007).Estudos sobre a interacdo planta-microrganismos demonstram 0 enorme
potencial das BPCVs (Bactérias Promotoras do Crescimento Vegetal), que
representam uma alternativa ao uso de insumos agricolas (BALDOTTO et al., 2010).
Diversaspesquisas direcionadas a plantacdes e a produtividade tém revelado que
bactérias promotoras de crescimento vegetal apresentam resultados positivos no
crescimento de diferentes culturas, em que estirpes bacterianas foram capazes de fixar
0 nitrogénio (SOUSA et al., 2019).

Avancos significativos ocorreram nas pesquisas sobre FBN em gramineas, com
a descoberta do meio semissdlido NFb (Oliveira et al., 2002). Elaborado sem fonte
nitrogenada, a condi¢do de semissolido cria um ambiente com baixo nivel de oxigénio,
semelhantemente ao que ocorre no solo ou na planta, onde estdo localizadas bactérias
diazotroficos microaerofilicas associadas a raizes de plantas. Estes organismos sdo
denominados diazotro6ficos e 0 mecanismo responsavel pela incorporacdo de N a
biomassa sdo chamados de fixacdo biol6gica de nitrogénio (FBN). Dessa forma, a
acao de microrganismos fixadores de nitrogénio e denitrificadores garantem um
reservatorio inesgotavel de nitrogénio na atmosfera. Além de garantir um ecossistema
em equilibrio, a reducdo na aplicacdo de doses excessivas de compostos nitrogenados,
como por exemplo, o nitrato, que contamina as aguas e 0s vegetais consumidos pelo
homem, possibilita o desenvolvimento de uma agricultura menos agressiva ao
ambiente (SOUSA et al., 2019).
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3METODOLOGIA

Os isolados bacterianos foram obtidos do cultivo in vitro de explantes de
Bambusa oldhamii e Dendrocalamus asper. O material biolégico provindo da tese de
doutorado de Daniela Weber Ribeiro dos Santos (2014), do Programa de P0s-
Graduacdo em Recursos Genéticos Vegetais da UFSC, sendo obtidos inicialmente 32
isolados. O material obtido, inicialmente, era considerado contaminante e foram
purificados e isolados no Laboratério de Microbiologia da UFSC em Curitibanos,
onde estdo alocados na colecdo do LMPCP a uma temperatura de -20° C. Ao realizar
nova purificagdo, foram encontrados mais dois isolados, totalizando 34.

3.1 CAPACIDADE DE FIXACAO BIOLOGICA DE NITROGENIO (FBN)in vitro.

Para a verificacdo do potencial em fixar Nitrogénio, os isolados foram
inoculados em meio semissélido NFBsem adicdo de N(DOBEREINER,1999). Foram
colocados 5 mL de meio em frascos de penicilina e inoculados os 34 isolados.Cada
isolado foi testado com trésrepeticdes. A incubacdo foi a 28 °C com periodos de
incubacdo de 24 h durante 10 dias. Foram analisados a formacdo de pelicula no meio

que indicava a capacidade de FBN dos isolados.

BN em meio semissolido

Figura 1 — Realizag&o do teste de F
- i ‘i e 3 ‘!ﬂ

A esquerdé o frasco utilizado durante os testes, ja inoculado com a bactérias. A direita
procedimento de Inoculag&o.
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3.2 DETERMINACAO DA CURVA DE CRESCIMENTO DOS ISOLADOS

Os isolados selecionados para o experimento foram colocados em
tuboscontendo20 mL de meio LB B liquido por 24 horas. Logo ap6s o crescimento,
foram pipetados um mL de cadasuspensdo colocado em novos frascos com 20 mL de
meio LB liquido. Esse foi considerado o tempo zero ou inicio da curva. De cada frasco
foram pipetados um mL e colocados em 9mL de solucéo salina 0,9%, para proceder a
diluicdo seriada, até 1/107. Das diluicdes (de 10 a 10®foramretirados 0,1mL para
plagueamento em meio LB sdlido. As placas foram mantidas por 48h a 28 °C e,
posteriormente, quantificadasUFC (Unidades Formadoras de Colbnias). Este
Procedimento foi repetido a cada periodo da anélise (curva), sendo esses:Oh, 1h, 6h,
24h e 48h. A cada periodo, além da diluicdo seriada, aliquota do meio de cultivo foi
retirada para leitura da absorbancia em espectrofotdmetromodelo 2000-UV da
fabricante Bel Equipamentos sob comprimento de onda de 546 nm.

Figura 2 — Leitura da absorbancia em espectrofotémetro.

Fonte: A Autora

Realizou-se o procedimento de curva de crescimento para padronizar o
numero de UFC (Unidade Formadoras de Col6nia) a ser inoculado nos explantes de
bambu, de cada um dos isolados testados. Apds a quantificacdo do crescimento dos
isolados Ba04 e Ba24, por 48 h, observou-se que em 24h, ambas apresentavam

crescimento na magnitude de 10" UFC/mL.
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Tabela 2. Resultado da curva de crescimento e quantidade de UFC a serem
utilizadas nos testes com Dendrocalamus asper.

ISOLADOS 10° 10° 107 108
Ba04 398 345 337 298
Ba24 418 394 345 342

Resultados obtidos para os isolados em 24h e em vermelho destaca-se o resultado da diluicdo escolhida.

Tal procedimento é realizado afim de padronizar quantidades semelhantes de
UFC no teste de inoculacao, afim de manter acuracia e precisdo nos resultados obtidos

no presente estudo.

3.3 OBTENCAO DOS EXPLANTES

A partir de matrizes de Dendrocalamus asper, cedidas pelo Laboratdriode
Fisiologia do Desenvolvimento e Genética Vegetaldo CCA/UFSC, foram feitas
multiplicacBes paraobter o nimero 50 de explantes para instalacdo do experimento.

Assim que recebidos, as culturas foramretiradas de seu recipiente de
transporte, tendo a raiz podada, reduzindo-se as mini-touceiras em colmos
individualizados, os quais, em seguida, sofreram cortes no segundo entre nd. Esses
segmentos nodais foram entdo inoculados em tubos de ensaio contendo 15 mL de
meio MS(MURASHIGE&SKOOG, 1962) com 15 uM de BAP (Benzilaminopurina).
As culturas foram mantidas durante 30 diasem sala de cultura com temperatura de 25
+- 2 °C, com fotoperiodo de 16h de luz, com lampadas fluorescentes brancas na
intensidade de 40 micromol/m2/s de fétons.

Ap0s o crescimento das touceiras, 0s colmos obtidos foram submetidos a uma
nova multiplicagdo. De cada minitouceira foram retirados os primeiros entrends de
cada ramo. Logo em seguida foram retiradas as bainhas que envolviam os entrends,
colocando em imersdo em alcool 70° por 2 min, imersas em fungicida Kasumin ® por
um min, uma nova imersdao em alcool 70° por mais um min, seguida de uma imersao
em NaOCI 2% e tewen 20% sendo agitadas por cerca de 2 min, levadas ao fluxo sendo

enxaguadas com aguadeionizada, as gemas deverdo ser cortadas, deixando apenas uma
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pequena parte para reserva nutricional e colocadas para crescer em tubos de ensaio
com meio 15 mL de meio MS com 15 uM de BAP

Figura 3 — Culturas de Dendrocalamus asperenviadas pelo laboratorio LFDGV-

Fonte: A Autora

3.4 INOCULACAO DE EXPLANTES DE Dendrocalamusasper COM ISOLADOS
BACTERIANOS

Os isolados utilizados no teste de inoculagdo nos explantes foram escolhidos
inicialmente pela quantidade de producdo de AIA, teste este que foi realizado
anteriormente no estudo de Belincanta (2019). Para o preparo do inoculo, os isolados
serdo cultivados em doistubos de ensaio com 20 mL de meio LB liquido cada,
colocados para crescer por 24 horas.

Apb6s 30 dias de cultivo as culturas foram inoculadas com 100uL da
diluicd0o10 das suspensdes de cada isolado bacteriano. A inoculagdo foi feita na
regido basal das touceiras invitro.

Cada unidade experimental consistiu em tubos contendo 20 mL do meio de
cultura basico MS gelificado, com uma touceira do explante. Ao meio de cultura
basico MS foi adicionado de dois mL/L de vitaminas de Morel (MOREL;
WETMORE, 1951), 30 g/L de sacarose, dois g/L de Phytagel®, como agente
geleificante. O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,8, antes da autoclavagem
(121 °C e 1,3 atm) por 15 minutos. A incubacdo das culturas foi em sala de
crescimento em condic¢Bes controladas de temperatura (24 °C + 2 °C) e fotoperiodo
(16h de luz).
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Ap0s a inoculagdo, as culturas de D. asper foram observadas até completarem
45 dias da inoculacéo, totalizando um ciclo de 75 dias para as plantas. O delineamento

experimental foi de blocos ao acaso, com dez repeti¢Bes por tratamento.

3.5 AVALIAC}AO DO EFEITO DOS ISOLADOS EM EXPLANTES DE
Dendrocalamus asper
As andlises a serem seguidas neste processo foram medidas manuais
realizadas com folhas milimetradas e régua de comprimento de raiz, altura do
explante, altura de Colmos e Quantidade de Folhas. Cada item deve ser medido com a
régua sobre a folha milimetrada e fotografada para registrar.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 34 isolados, oito deles apresentaram resultados positivos quando
submetidos ao teste de Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio, sendo possiveis fixadores de
nitrogénio. Do estudo inicial foram escolhidos dois isolados para a realizagdodos testes
de inoculacdo. Essa escolha se deu em funcdo da producdo de AlAe tais isolados nao
apresentaram resultados positivos no teste de FBN. Quando submetidos ao teste de
inoculacdo os isolados apresentaram diferencas estatisticas quando comparados com a
testemunha (meio MS) nos pardmetros comprimento de raiz, altura de calmos e
quantidade de folhas, j& no parametro altura do explante, foram apresentadas
diferencas entre os isolados (BaO4 e Ba24) e o Meio LB. Segundo Dobereiner et
al.(1995), as bactérias possivelmente fixadoras de nitrogénio, quando submetidas ao
meio pobre em N, sdo capazes de captar N da atmosfera. Assim, as bactérias
diazotroficas séo identificadas por formar um halo, quase imperceptivel, no meio
chamado de NFB. Essa foi observada quando alguns isolados foram inoculados nesse
meio, como se pode observar na Figura 4.

Figura 4 - Teste de Fixacdo biol6gica de N em meio NFB

A seta vermelha indica halo na parte superior do meio. Isolados Bac02 e Bac30.
Fonte: A Autora

4.1POTENCIAL DE FIXACAO BIOLOGICA DE NITROGENIO DOS ISOLADOS

in vitro

Oito isolados dos 34 pertencentes a cole¢do foram capazes de formar halo,
sendo esses possiveis fixadores nitrogénios, totalizando 23,5% dos isolados(Tabela 1).
Segundo Kuss et al. (2006)em trabalho feito com arroz, foram obtidos 58 isolados
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edesses dez foram capazes de formar halo, ou seja, 17,5% dos isolados do teste de

arroz séo possiveis fixadores de nitrogénio.

Tabela 1. Presenca de fixadores de Nitrogénioentreisolados bacterianos do
bambu Dendrocalamus asper

Isolado Formacéo
de halo
Bal +

Ba2 -
Ba3 -
Ba4 -
Ba5 -
Ba6 -
Ba7 -

Ba8 -

Ba9 +
Bal0 +
Ball -
Bal2 -
Bal3 -
Bald +
Bal5 +
Bal6a +
Bal6b -
Bal7 -
Bal8 -
Bal9 -
Ba20 -
Ba21 -
Ba22 -
Ba23 -
Ba24 -
Ba25 +
Ba26 +
Ba27 -
Ba28 -
Ba29 -
Ba30 -
Ba3la -




24

Ba31lb
BAC32

+ Presenca de halo, -Auséncia de halo

Nos estudos de Prado Junior (2009) com cana de agucar, foram testados 37
isolados e 21% deles formaram halo. Quando comparados com estes resultados, o
atual estudo encontra-se na mesma magnitude de resultados, estando de acordo com o0s
demais.

Dos isolados escolhidos por Belincanta (2019), apenas o isolado Ba24 foi
mantido, por apresentar maiores quantidades de AIA, porem este ndo apresentou
resultado positivo no presente trabalho para o teste de FBN, assim como 0 outro
isolados escolhido para o teste de inoculagdo, o que pode ser um indicativo de que

estes utilizem outros mecanismos de promocéo de crescimento.

4.2 AVALIACAO DO EFEITO DOS ISOLADOS NAS CULTURAS DE

Dendrocalamus asper

O inicio do crescimento bacteriano, na rizosfera dos bambus e superficie do
meio de cultura, para os trés tratamentos com indculos bacterianos, foi observado ap6s
dez dias da inoculacdo. Apds os dados serem submetidos a analise estatistica, foi

observado diferencgas nos parametros analisados entre os tratamentos.

Tabela 3. Resultado das andlises estatisticas do teste de inoculacdo dos isolados
bacterianos em culturas in vitro de Dendrocalamus asper.

TRATAMENTO Comprimento  Comprimento  Quantidade de  Altura dos

da raiz (cm) dos colmos folhas colmos (cm)
(cm)

Testemunha 0,464 b 1,046 b 1,127 b 0,812 b
Ba04 0,674 a 2,021 a 2,021 a 0,943 ba
Ba24 0,720 a 2,058 a 2,073 a 1,038b a

Meio LB 0,726 a 2,415 a 2335 a 1,089 a
CV (%) 14,05 28,04 25,08 19,30

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey a 5%
de Probabilidade.

Observou-se que diferenca estatistica para o comprimento das raizes em

relacdo a testemunha e os valores médios foram de 0,464 cm (Tabela 3).
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Nos estudos conduzidos por Belincanta (2019), os isolados ndo obtiveram
diferencas estatisticas quando comparadas com a testemunha quanto ao mesmo
parametro.Entretanto o isolado Ba24 induziu o crescimento de um numero maior de
raizes, quando em uma dilui¢cdo menor.

No parametro comprimento de colmos também foram obtidas diferenca em
relacdo a testemunha e os demais tratamentos. Os isolados BaO4 e Ba24 obtiveram
2,058cm e 2,415cm, respectivamente.

Nos estudos realizados por Khalilet al. (2015), onde foram utilizados isolados
de D. eschsholtzii, descrita como colonizadora de internddios de outra espécie de
bambu, Dendrocalamus hamiltonii (Bengyella et al. 2015), obtiveram-se resultados
semelhantes com uma média de 1,986 cm de colmos em explantes.

Ja no pardmetro quantidade de folhas apresentou diferenca estatistica entre a
testemunha e os demais tratamentos, onde os isolados apresentaram os valores de
2,074 para Ba04 e de 2,335 para Ba24.Nos parametros de folhas e colmos quando
utilizando o uso de meio e as bactérias selecionadas pode-se notar também uma
reducdo na oxidacdo de folhas e colmos, tornando as plantas mais verdes e vigosas por
mais tempo.

Segundo Silveira (2018) as quantidades de folhas foram semelhantes nos
trabalhos de Bambusa oldhamii Munro, apresentando uma média de 2,045 folhas, mas
este apresentou oxidacao nas folhas e colmos no processo.

No parametro altura do explante, os tratamentos em que as bactérias
selecionadas (ba4 e ba24) foram inoculadas, ndo apresentaram diferencas entre si, nem
guando comparadas com o meio LB ou a testemunha, a diferenca foi apresentada entre
0 Meio LB e a testemunha, onde apresentaram valores de 0,812 cm e 1,089 cm
respectivamente.

Em relacdo a testemunha todos os tratamentos mostraram-se superiores para
0s parametros avaliados, comdestaque ao Meio LB, que apresentou os melhores
resultados, principalmente quando falado em altura dos colmos. Tais resultados séo
extremamente benéficos quando comparados com situacdes praticas de crescimento
como quantidades de folhas para a fotossintese, tamanho de raiz para absorcdo de

nutrientes, entre outros.
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No estudo de Belincanta (2019), no qual o presente estudo se baseou, as
bactérias utilizadas mostraram-se produtoras de AIA, a Bac04 apresentou 10,30 ug/Ml
e a Bac24 apresentou 15,73 ug/MI. AlA, sendo consideradas de media e alta producao
respectivamente. As auxinas sdo substancias com capacidade de atuar na expansao e
no alongamento celular, ajudando também na divisdo celular, principalmente no
enraizamento (TAIZ; ZEIGER, 2008). O AIA pode acelerar a emissdo de raizes e o
numero e qualidade de raizes formadas, proporcionando a uniformidade no
enraizamento (Fachinello et al.,1994).A utilizacdo de bactérias que apresentam esses
mecanismos pode acelerar a producdo de raizes maiores e mais profundas, podendo
captar mais nutrientes e agua, proporcionando um crescimento maior, mais rapido e
mais vigoroso a planta

Bambus sdo usados como matéria prima para construcdes civis e na
arquitetura, uma vez que seus colmos maduros apresentam alta resisténcia a
compressdo, ttm bom rendimento e podem substituir outros tipos de madeira
(AZZINI; BERALDO, 2001).

Assim como as folhas, os colmos também tém a capacidade de realizar a
fotossintese, pois apresentam clorofila. No entanto, sdo principalmente nas folhas que
ocorre a absorcdo da energia solar, sendo nestas também localizados os estdmatos,
estruturas celulares responsaveis pela troca gasosa entre a planta e 0 meio. Assim, as
folhas sdo as grandes responsaveis pela funcdo de elaborar as substancias necessarias
ao rapido crescimento dessa planta por meio do processo da fotossintese (TEIXEIRA,
2007).

No conceito de classico de micropropagacéo, bactérias presentes nas culturas
in vitro sdo consideradas contaminantes, ou seja, as plantas concorreriam com as
bactérias, o que as tornariam prejudiciais ao crescimento da planta. Essa perspectiva
tem mudado, por meio de diversas publicacGes que evidenciam a ocorréncia desses
microrganismos de forma natural, sob condi¢bes endoliticas em cultivos in vitro
(ALMEIDA et al., 2009; DO VALLE, 2019; MUDOI et al., 2013).
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5 CONCLUSAO

Dos 34 isoladosda colecdo de bactérias endofiticas de Dendrocalamus asper,
apenas oito apresentaram resultados positivos para analises de FBN em meio
especifico, sugerindo pouca relevancia do mecanismo para o estimulo do crescimento
dos explante.

Dos 34 isolados dois foram escolhidospara a dos ensaios e destes nenhum
apresentou resultado positivo para o teste de FBN. Os mesmos foramescolhidos
baseados nos resultados de Belincanta (2019), pela sua produgdo de AIA (média para
Ba04 e alta para Ba24).

Em relacdo a testemunha todos os tratamentos foram superiores, dando-se
destaque ao Meio LB, que apresentou os melhores resultados, principalmente quando
falado em altura do explante.

Os isolados selecionados sdo possiveis promotores de crescimento, incluindo
guando apenas inoculado o Meio LB, que promove o crescimento de bactérias e
apresentou bons resultados, contribuindo para o desenvolvimento das culturas in vitro.
Conclui-se também que os demais isolados possuem potencial FBN.

Sugerem-se estudos mais aplicados aos isolados, para comprovar
efetivamente o potencial de promoc¢do de crescimento em plantas, bem como o

experimento a campo para tal.
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