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RESUMO GERAL

O género Herbaspirillum foi descrito como um grupo de bactérias
diazotroficas associado as raizes de gramineas, possuindo uma unica espécie,
Herbaspirillum seropedicae. Através da hibridizacdo de RNA e DNA, foi proposta a
reclassificacdo de “Pseudomonas” rubrisubalbicans, agente causal da estria
mosqueada da cana-de-agucar, como Herbaspirillum rubrisubalbicans. Na primeira
parte deste trabalho foram conduzidos testes comparativos entre H.
rubrisubalbicans e H. seropedicae. Dentre as caracteristicas testadas, as
espécies diferenciaram-se entre si pelo uso das fontes de carbono meso-eritritol e
N-acetilglucosamina, quanto a temperatura 6tima de crescimento, padrdo de
flagelos e quanto a inducdo de estrias mosqueadas em cana-de-acUcar var.B-
4362. Sondas de oligonucleotideos espécie-especificas demonstraram uma
correspondéncia total com os resultados dos testes de uso do meso-eritritol e N-
acetilglucosamina na discriminacdo das espécies Herbaspirillum. Além disso,
soros policlonais produzidos e a analise do polimorfismo de bandas geradas por
Inter-LINE PCR mostraram-se como ferramentas adicionais na distincdo de
isolados ao nivel de espécie. Na segunda parte deste trabalho foram avaliados
aspectos da ecologia da bactéria. Foi observado que H. seropedicae ocorre
naturalmente em raizes, colmos e folhas de diversas espécies de plantas,
predominantemente membros da familia das gramineas. Ja H. rubrisubalbicans foi
isolada apenas de cana-de-acUcar e raizes de uma graminea invasora (Digitaria

insularis). Herbaspirillum néo foi isolado de nove espécies de plantas distribuidas



em sete familias, bem como de 10 amostras de solo ndo vegetado. A
sobrevivéncia de Herbaspinllum spp. no solo foi baixa, atingindo nimeros nao
detectaveis entre 3 a 4 semanas. A introdugcdo da planta hospedeira elevou a
persisténcia da bactéria no sistema solo-planta. Ademais, foi possivel reisolar a
bactéria apds a introducdo de sementes de sorgo em solo cuja popula¢édo havia
atingido numeros ndo detectaveis por mais de 6 semanas. Em experimentos de
inoculacao, demonstrou-se que a populacéo de Herbaspirillum spp. no interior das
raizes de plantas micropropagadas de cana-de-acucar caiu muito pouco,
estabilizando-se em torno de 10 células. g' de raizes, enquanto que na parte
aérea flutuacdes maiores foram observadas. Efeitos deletérios significativos (a =
5%) na acumulacdo de matéria fresca de raizes e da parte aérea de plantas de
cana-de-acucar foram observados no tratamento nitrogenado, aos 12 e 24 d.a.i.. A
partir de 64 d.a.i., o tratamento com nitrogénio aumentou significativamente (a =
5%) o acumulo de matéria seca. Acumulos significativos (a = 5%) de matéria
fresca da parte aérea foram obtidos aos 24 d.a.i. com H. seropedicae estirpes Z67
e HRC54 comparadas ao controle e a testemunha nitrogenada. Na terceira parte
do trabalho, a infeccdo e colonizacdo de plantulas de cana-de-agucar por
Herbaspirillum foram investigados utilizando técnicas de microscopia.
Demonstrou-se que 1 d.a.i., as bactérias encontravam-se aderidas a superficie
das raizes por meio de ataque apolar em monocamada. Herbaspirillum infectou as
raizes nas zonas de emergéncia de raizes laterais e regides de ruptura de células
da epiderme. A colonizac&o do interior das raizes ocorreu pela multiplicacdo das
bactérias nos espacos intercelulares das células do cértex. A colonizacdo do
interior do cértex foi seguida pela infeccdo do cilindro central, que ocorreu
principalmente proxima as regifes de emissdo de raizes laterais. No tecido
vascular, Herbaspirillum colonizou os meatos celulares e o interior das células de
parénquima vascular, invadindo os vasos do xilema. A aplicagdo da técnica de
imuno-ouro, utilizando anticorpos policlonais contra Herbaspirillum spp.
confirmaram a identidade das bactérias observadas ao microscépio. No quarto
capitulo, avaliou-se a reacdo de duas variedades de cana-de-acucar contrastantes

qguanto a sensibilidade a estria mosqueada, a inoculagdo com diferentes estirpes
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de H. seropedicae e H. rubrisubalbicans, bem como a reagdo de sorgo. Embora
todas as estirpes de Herbaspirillum tenham sido reisoladas proximas ao ponto de
inoculacdo, apenas estirpes de H. rubrisubalbicans incitaram sintomas tipicos da
doenca em sorgo e cana. H. seropedicae néo incitou sintomas em nenhuma das
plantas, induzindo uma resposta hipersensivel em ambas variedades de cana-de-
acucar testadas. Observacfes ao microscépio revelaram um padrdo bem distinto
de colonizacgéo da planta que foi funcdo da espécie de Herbaspirillum, da espécie
de planta e do gendtipo utilizado. No caso da var. B-4362 (susceptivel), H.
rubrisubalbicans colonizou e obstruiu o limem dos vasos do xilema. Em adicéo,
invadiu e multiplicou-se nos espacos intercelulares das células do mesdfilo.
Diferente da var. SP 70-1143, onde H. rubtisubalbicans mesmo colonizando os
vasos do xilema, formou dentro dos mesmos microcolonias em intima associagao
com a parede secundaria, jamais obstruindo o limem do vaso. O mesofilo da var.
SP 70-1143 foi menos extensivamente colonizado, com menor densidade de
bactérias e maior sintese e deposicdo de gomas, comparado com a var. B-4362.
Imunomarcagdo comparativa de H. rubrisubalbicans colonizando as duas
variedades de cana sugeriu que no caso da interacdo com a variedade B-4362, H.
rubrisubalbicans produziu maior quantidade de exopolisacarideos (EPS).Esta
maior producdo pode estar envolvida com o estabelecimento da interacdo
enferma. Com relagdo a plantas de sorgo, H. rubrisubalbicans permaneceu
confinado ao interior dos vasos do protoxilema e do metaxilema. A densidade de
colonizacao do vaso refletiu na maior ou menor expressédo de sintomas com as
bactérias colonizando completamente o lumem dos vasos em algumas regifes
mais avancadas da doenca e havendo grande sintese de gomas e formacao de
microcolonias encapsuladas em regides de transicado entre tecido com e sem
sintomas. H. seropedicae embora presente em intima associagcdo com 0S vasos,

parece nao ter eliciado nenhuma resposta de defesa na planta.
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GENERAL ABSTRACT

The genus Herbaspirillum was originally described as a group of
diazotrophic bacteria associated with gramineous roots, with only one specie,
Herbaspirillum seropedicae. Bacterial taxonomists working in Belgium based on
results from computer-assisted auxanographic tests and DNA/rRNA hybridisation
established a very closed taxonomic relationship between the nitrogen fixing
bacteria, Herbaspirillum seropedicae and a mild pathogen of sugar cane called
"Pseudomonas” rubrisubalbicans. After further analyses, including DNA:DNA
hybridisatio n, "P". rubrisubalbicans has been proposed to be renamed
Herbaspirihm rubrisubalbicans. The first part of this thesis was a comparative
study to establish phenotypic and genotypic differences between strains of H.
seropedicae and H. rubrisuba/bicans As shown genotypically, H. rubrisubalbicans
has phenotypic characteristics very similar to H. seropedicae. They differ only in
the utilisation (as sole carbon source) of meso-erytritol and N-acetylglucosamine,
optimum growth temperature, flagella pattern and induction of mottled stripe
disease symptoms on the sugar cane variety B-4362 after artificial inoculation.
Oligonucleotide probes based on partial sequences of the 23S rRNA of H.
seropedicae and H. rubrisubalbicans were used as diagnostic probes, showing
identical results for the carbon sources. Interspersed repetitive sequences used as
oligonucleotide primer for polymerase chain reaction to generate genomic
polymorphism (Inter-LINE PCR) was applied in some Herbaspirillum strains and

the DNA fingerprint pattern was strain-specific. In addition, polyclonal antibodies
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specific to both species were tested in ELISA assays against a large number of
Herbaspirillum strains. In chapter 2 the results are presented of ecological studies
on Herbaspirillum. The bacteria have been isolated from roots, stems and leaves of
a large number of samples of more than 10 different species of the Gramineae
family, but only exceptionally from other plants. H. rubrisubalbicans occurs in
sugarcane and seems to be restricted to this crop. Inoculation of strains from both
species into soil in high numbers resulted in a rapid decline in their numbers. In 3
to 4 weeks the population of Herbaspirillum spp. in soil decreased below detection
limits. When sorghum was sown in soil inoculated with both Herbaspirillum spp. the
bacteria were detected for a much longer period. When sorghum was planted in
this soil, 8 weeks after no detection of the bacteria into the soil, the bacteria
reappeared and multiplied within the plant tissues. The survival of Herbaspirillum
spp. in inoculated micropropagated sugarcane plants was evaluated and all the
Herbaspirillum strains were maintained stable in the sugarcane roots in numbers
around 1 0*to 10° cells per g of root , 106 days after inoculation. In contrast, a wide
range of the population numbers of Herbaspirilum spp. in the aerial part,with
numbers around 10 to 1 0° at the end of the experiment (136 d.a.i) In the same
experiment, Herbaspirilium spp. inoculation caused a significant positive increase
of the fresh weight of aerial parts in comparison to uninoculated controls at 24
d.a.i., while nitrogen caused a deleterious effect on roots and aerial parts at 12
and 24 d.a.i. In chapter 3, root infection end endophytic establishment in sugar
cane plantlets were investigated in a monoxenic system. All the Herbaspirillum
strains attached to the root surface one d.a.i., randomly over the entire surface,
predominantly by apolar attachment in monolayer. Successful endophytic infection
of sugar cane roots by Herbaspirillum spp. involves the attachment to the plant
surface, proliferation of the bacteria mainly at the origin of secondary roots or
wound sites, followed by penetration and spreading of the bacteria through the
intercellular air space and vascular bundles with subsequent colonisation and
establishment of the aerial part, probably into the xylem vessels. Immunogold-
labelled root sections confirmed the presence of the inoculated bacteria. In chapter

4, leaves of a mottled stripe disease-susceptible var. B-4362 and of a mottled



stripe disease resistant var. SP 70-1143 of sugar cane were inoculated with H.
rubrisubalbicans or H. seropedicae to compare plant reaction. H. seropedicae
eliciated a hypersensitive response in leaves of both cultivars. In contrast, H.
rubrisubalbicans produced mottled stripe disease symptoms on the leaves of var.
B-4362. Microscopic studies showed that the xylem-conducting elements of leaves
were filled with bacteria and a gum, which stained blue-green with toluidine blue.
Leaves of var. SP 70-1143 developed no typical symptoms and the infected
xylem vessels were never seen to be completely full of bacteria, but were
encapsulated in bacterial colonies surrounded by blue-green material. In var.B-
4362, bacteria were abundant in the intercellular spaces of mesophyll adjacent to
infected xylem, and also filled sub-stomatal cavities. Immunogold labelling using
polyclonal antisera raised against H. rubrisubalbicans gave a weak signal with the
bacteria in var. SP 70-1143, in contrast to the bacteria in var. B-4362, which
reacted strongly with the antibody. Immunogold labelling using antibodies against
nitrogenase component Il showed that nitrogenase was expressed by bacteria in
the early stages of infection of var. B-4362, but not in later stages nor by bacteria
infecting var. SP 70-1143. Leaves of Sorghum bicolor were also examined after
inoculation with Herbaspirillum spp.. H. rubtisubalbicans induced symptoms of red
stripe disease and infected leaves showed dense colonisation by the bacteria
within the vascular system, in particular, the protoxylem and associated lacunae,
with some the later expressing nitrogenase. The bacteria were recognised using
H. rubrisuba/bicans-specific antibodies and immunogold labelling, At the edges of
visible disease symptoms, plant gums filled the xylem; bacteria had formed distinct
colonies within these gums, with some of the colonies associated with the xylem
walls. Plants inoculated with H. seropedicae either did not express the disease or
showed symptoms. Although, the bacteria were localised within xylem vessels,

with the xylem vessels themselves remaining unocluded and largely free of gums.



INTRODUCAO GERAL

1. ESTRATEGIAS PARA A EXTENSAO DA FIXACAO BIOLOGICA DE
NITROGENIO PARA NAO LEGUMINOSAS.

A extensao da fixacdo biologica de nitrogénio (FBN) para culturas néo
leguminosas se constitui em um dos maiores desafios da pesquisa agricola
moderna. Aumentos relativamente pequenos no potencial de FBN de culturas
estratégicas no combate a fome (p.ex. arroz) teriam impacto econémico e
ecologico muito significativos. Para ser ter uma idéia, plantas de arroz produzindo
em torno 3,5 toneladas de grdos por hectare acumulam 120 kg de N.ha". Se
consideramos que 20% do N incorporado a cultura seja via FBN, ou seja 24 kg.
ha'l, e 0s 80% restantes extraido do N nativo do solo e pela aplicagdo de adubos
nitrogenados (LADHA & REDDY, 1995) melhoramento genético no sentido de
aumentar no potencial de fixagdo para, por exemplo 50%, representariam uma
economia adicional de mais 36 kg de N. ha'l para cada 3,5 tons produzidas.
Diante destas perspectivas de impacto, durante as duas ultima décadas, indmeras
estratégias vem sendo aplicadas para extensdo da FBN para gramineas, algumas
das quais um tanto exageradas como a transferéncia dos genes responsaveis
pela FBN (genes nif) oriundos de bactérias de vida livre para plantas superiores,
seguida da avaliacdo de sua expressao (DIXON et al. 1993). Outras estratégias
incluem o estabelecimento de simbioses artificiais utilizando técnicas de cultura
de tecido (VARGA et al.,, 1994), a inducdo de estruturas similares a nédulos em

raizes tratadas com auxinas seguidas de inoculacdo com estirpes de rizébio



(ZHIGO et al.,1994) ou bactérias diazotroficas mutantes para excre¢cao de aménio
(CHRISTIANSEN-WENIGER & VANDERLEYDEN, 1994). Entretanto, mesmo com
resultados promissores, todas estas alternativas seriam dificeis de ser aplicadas
em escala pratica. Uma estratégia bastante viavel baseia-se na selecdo de
genotipos da plantas mais promissores quanto a capacidade de obter nitrogénio
através da FBN, associada a investigacdo das bactérias diazotroficas endofiticas
naturalmente associadas a tais genotipos.

Embora muitos avangos no conhecimento sobre os genes envolvidos no
processo de fixagdo bioldgica de N, tenham sido obtidos, parece claro que a
transferéncia e a expressdo da capacidade de FBN para células eucariticas
ainda seja assunto para o futuro. De acordo com LADHA & REDDY (1995) a
transferéncia dos genes nif deve envolver a expressédo da nitrogenase, protecao
da enzima contra a inativacao pelo oxigénio e suprimento de energia adequado
ao processo de FBN, sem comprometimento da produtividade da cultura. Ainda
de acordo com estes autores, as organelas mais adequadas para a introducao
dos genes de fixacdo de N, em células eucaribticas seriam o ndcleo, a
mitocondria e o cloroplasto. Diferencas no mecanismo de controle da expressao
de genes entre procariontes e eucariontes no nucleo e o fato de mitocéndrias ndo
utilizarem o cédigo genético universal para a transducao de proteinas, tornam o
cloroplasto a organela mais apta para introducdo e expressao dos genes nif
(MERRICK & DIXON, 1984).

O estabelecimento de simbioses forcadas, outra estratégia citada
acima, baseia-se no co-cultivo de células da planta (macrosimbionte) e da
bactéria diazotréfica (microsimbionte) em condicbes de laboratorio, e visa o
estabecimento de uma interdependéncia metabdlica entre 0os microrganismos
para sobrevivéncia matua, de modo que a bactéria forneca o nitrogénio e a planta
forneca o carbono essencial a bactéria. Se um dos organismos ndo desempenhar
seu papel, o sistema para de funcionar. A selecao da fonte de carbono adicionada
ao meio é fundamental para o estabelecimento da dependéncia mitua, de sorte

gue o crescimento bacteriano seja regulado pela atividade metabdlica da célula



vegetal. Nesta caso, a bactéria ndo deve ser capaz de utilizar a fonte de carbono
adicionada ao meio. Um dos primeiros trabalhos dentro desta linha de pesquisa
foi conduzido por BERG et al., (1979) que co-cultivaram células de cana-de-acucar
e Azospirillum em meio rico em sacarose, fonte de carbono ndo utilizada pela
bactéria. Recentemente, VARGA et al., (1994) estabeleceram uma simbiose
forcada entre a bactéria diazotréfica Azotobacter zettuovii e células de cenoura
(Daucus carota L.) baseado neste modelo de inducéo de dependéncia da bactéria
do carbono oriundo da atividade metabdlica da célula vegetal. A associa¢do
simbidtica se manteve por 4 anos em meio MS isento de nitrogénio e contendo
lactose, a qual ndo é utilizada por A. zettuovii. A atividade de reducado de acetileno
e a aumento do nitrogénio total em tecidos indiferenciados de cenoura (callus)
comparado ao controle indicaram a capacidade da bactéria fixar nitrogénio
associada aos espacos intercelulares, caracteristica que foi mantida em plantulas
diferenciadas. Este tipo de estratégia parece muito mais interessante sob o ponto
de vista de modelagem no estudo de interacBes planta-bactéria, fornecendo um
método préatico para observacdo de alteracdes anatbmicas e fisiolégicas que por
Ventura existam, bem como avaliagdo do grau de compatibilidade e persisténcia
de diversas combinac¢des macro e microsimbionte. Entretanto € bem aceito que
simbioses pressupdéem longo periodo de coevolucdo entre macro e
microsimbiontes envolvendo ajustes genéticos complexos, algo dificil de ser
conseguido em poucos anos de co-cultivo em placa.

Pesquisadores do mundo inteiro tem explorado a possibilidade de
extensdo da fixagcdo simbidtica do N, para ndo leguminosas através de estratégias
de inducao de estruturas similares a nédulos (conhecidas como paranodulos) em
raizes de arroz e outros cereais (KLUSH & BENNETT, 1992; KENNEDY &
TCHAN, 1992; DE BRUIJIN et al.,1995). Dentre as gramineas, trigo, milho e arroz
desenvolveram para-nédulos em raizes, os quais foram colonizados por bactérias
diazotréficas selvagens e mutantes excretores de aménio (TCHAN & KENNEDY,
1989; RIDGE et al., 1993; CHRISTIANSEN-VENINGER, 1994). Neste caso, a

inducdo das estruturas nas raizes ocorre na presenca de enzimas de degradacéo



de parede celular ou fitohorménios, principalmente auxinas. CHRISTIANSEN-
WENIGER & VANDERLEYDEN (1994) mostraram em condi¢cdes estéreis que
mutantes excretores de amonio de Azospirillum brasilense colonizaram
paranddulos de milho induzidos por 2,4-D e que a atividade da nitrogenase dentro
dos paranddulos foi menos sensivel ao oxigénio do que em raizes normais. Estes
autores sugeriram ainda que a inducdo de tumores radiculares pelo uso de
fitohormonios se constitui em uma das formas para gerar um acesso direto de
bactérias selvagens ou modificadas aos fotoassimilados da planta, estabelecendo
desse modo uma interacao endofitica. Outros autores optaram pela inoculagéo de
paranddulos de arroz com Azorhizobium caulinodans (ZHIGUO et al., 1994), um
rizébio que nodula raizes e caules de Sesbania rostrata, sendo capaz de fixar
nitrogénio em vida livre e possuindo nitrogenase menos sensivel ao oxigénio.
Porém os resultados ndo foram satisfatérios, jA que foram observadas baixa
densidade de bactérias e baixa atividade da nitrogenase nos paranddulos de
arroz. JING et al., (1992) relataram a inducao natural de nddulos por Azorhizobium
nas raizes de arroz. De fato, a atividade de reducao de acetileno e promocao do
crescimento da planta foram observados, bem como proposta a presenca de
cordbes de infeccdo e bacterdides nas estruturas infectadas. No entretanto,
varios destes relatos sdo controvertidos, com estruturas sendo chamadas de
nodulos sem um suporte experimental apropriado. Com relacdo a fixacdo de
nitrogénio nestas estruturas, poucos relatos utilizaram '°N e incluiram controles
adequados. A analise ultraestrutural das células infectadas através de técnicas de
microscopia é muita das vezes duvidosa, de forma que o citoplasma nao pode ser
visto intacto em muitas das fotomicrografias apresentadas, tornando dificil a
distincdo entre uma infeccao saprofitica de células danificadas e a infec¢do e o
estabelecimento intracelular de células intactas. A indugéo de paranédulos como
estratégia para extensao da FBN para outras culturas esbarra em aspectos de
aplicabilidade agronémica e no perigo do uso do 2,4-D, bem como no

questionamento geral levantado por LADHA et al., (1993) sobre real necessidade



da inducdo de estruturas similares a nédulos para se obter taxas de fixagéo
simbiotica de nitrogénio significativas em gramineas.

Diferentemente do estabelecimento de simbioses artificiais e a indugao
de estruturas similares a ndédulos, o grupo de pesquisa liderado pela Dr. Johanna
Dobereiner tem adotado uma linha de pesquisa em fixagdo biolégica de nitrogénio
baseado no isolamento, identificagdo e selecdo de bactérias diazotroficas
endofiticas de ocorréncia natural nos tecidos da planta, associada a selecdo de
variedades mais promissoras quanto a capacidade de receber nitrogénio via FBN.
Este tipo de estratégia sera discutido abaixo com maior profundidade, tomando
como modelo a cultura da cana-de-agucar.

A cultura da cana-de-acucar é essencial no PROALCOOL, o qual é o
maior programa de producdo de combustivel biolégico do mundo (BODDEY,
1995a). Uma das razbes para o sucesso do programa é o balangco energético
positivo, justificado em parte pelo fato de no Brasil, a cana-de-agucar ter sido
melhorada em solos pobres em nitrogénio e por consequéncia ser cultivada com
relativamente baixas quantidades de adubo nitrogenado, com média em torno de
60 kg N. ha™l (RUSCHEL & VOSE, 1982; URQUIAGA et al.,1992; DOBEREINER
et al., 1995). O uso de baixas quantidades de fertilizante nitrogenado € ainda
justificada por resultados obtidos em 135 experimentos de calibracdo de
adubacdo nitrogenado em cana-planta, conduzido nas principais regides
canavieiras do pais, no qual em apenas 19% dos experimentos houve resposta da
cultura a aplicacéo de nitrogénio (AZEREDO et al., 1986). A cultura da cana-de-
aclucar acumula entre 100 e 200 kg de N. ha™L por estacdo de crescimento
(SAMPAIO et al., 1984) e praticamente todo nitrogénio incorporado na planta é
removido do campo de cultivo através da colheita dos colmos e pela queima da
palha antes do corte. Desse modo, as extracdes continuas de nitrogénio a cada
colheita, deveriam causar uma clara deplecao dos niveis de nitrogénio total do
solo, associada a queda na produtividade da cultura. Curiosamente, tal fato ndo
tem sido observado, existindo muitas &reas sob cultivo continuo com cana-de-

acucar por décadas sem quedas na produtividade e nos niveis de N do solo com
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o tempo. Estas observacdes, a luz do conhecimento atual, sugerem que a cultura
da cana-de-agucar possa se beneficiar da fixacao biolégica de nitrogénio (FBN)
associada a planta. De fato, muitas evidéncias tem sugerido que algumas
variedades brasileiras podem fixar nitrogénio atmosférico como foi determinado
pela incorporacao de gas 1sNz (RUSCHEL et al., 1975; MATSUI et al., 1981) e pela
atividade de reducdo de acetileno (DOBEREINER et al.,1972; PATRIQUIN et
al., 1980). Estes resultados foram posteriormente confirmados na EMBRAPA
Agrobiologia em experimentos de balanco de nitrogénio e através da técnica de
diluicdo isotépica com aplicacdo de nitrogénio marcado '°Nem potes grandes
(LIMA et al., 1987) e em tanques de concreto (URQUIAGA et al., 1992). Nestes
experimentos ficou claro que a capacidade de FBN é fortemente dependente do
genatipo, de sorte que os hibridos interespecificos de Saccharum var. CB 45-3 e
SP 70-1143 e a variedade Krakatau de S. sponfaneum foram capazes de obter
via FBN entre 60-70% do seu requerimento em nitrogénio, neste caso, em
condicdes ideais de agua e nutrientes (exceto nitrogénio). Extrapolacdes de
campo sugerem que cerca de 150 kg de N. ha' foram incorporados aos tecidos
da cana-de-acucar via FBN (BODDEY et al. 1995b). A variabilidade genotipica na
capacidade de fixar nitrogénio pela cultura da cana-de-acucar foi igualmente
demonstrada por SINGH (1994) que estimou a contribuicdo de FBN utilizando
também a técnica de diluicdo isotopica de "N, chegando a valores de 60% para
Saccharum sponfaneum, 54% para S. sinense e de 35% para S. barberi e
anteriormente por RUSCHEL & RUSCHEL (1981) que ainda verificaram que a
baixa capacidade de fixar nitrogénio biologicamente era uma caracteristica
parcialmente dominante. Interessante € o fato de que as variedades que se
mostraram com 0s maiores potenciais de FBN, serem aquelas que foram
melhoradas em solos pobres em nitrogénio, enquanto que variedades melhoradas
para altos niveis de nitrogénio, receberam menos nitrogénio via FBN. Apesar de
ndo responsivas a adubacé&o nitrogenada, as variedades brasileiras respondem a

aplicacdo de molibdénio (URQUIAGA et al., 1995), o que é uma caracteristica



tipica de culturas que se beneficiam da FBN, devido aos requerimentos de Mo
como cofator enzimético na atividade da nitrogenase (JOHANSEN et al., 1977).

Apesar de URQUIAGA et al.,, (1992) sugerirem que Acetobacter
diazotrophicus foi o responsavel pelas taxas de FBN observadas em cana-de-
acucar, ndo existem atualmente evidéncias claras que demonstrem qual(s) o(s)
microrganismos responsaveis pelas taxas de FBN observadas. Bactérias como A.
diazotrophicus e Herbaspirillum spp. tem sido isoladas também de gendtipos de
baixo potencial de FBN (SILVA et al., 1995; REIS Jr., dados ndo publicados).
Além do mais, a atividade da nitrogenase ndo tem sido demonstrada em plantas
de cana-de-acucar micropropagadas inoculadas com A. diazotrophicus e
Herbaspirillum spp., crescendo em condi¢gdes de casa-de-vegetagcdo e campo,
bem como uma correlacéo entre o niumero de bactérias e FBN (SILVA et al., 1995;
REIS Jr., dados ndo publicados). A complexidade da microflora diazotréfica
endofitica se reflete em flutuacdes populacionais de acordo com a ontogenia,
parte da planta e época do ano (COSTA & RUSCHEL, 1981; SILVA et al., 1995).
Desse modo, a consideragdo pontual de que a bactéria responsavel pela FBN em
cana-de-acUcar seria aquela que se encontra em maior nimero pode ndo ser
verdadeira. Atualmente, h4 uma tendéncia a se acreditar que microrganismos
como A. diazotrophicus, Herbaspirillum seropedicae e H. rubrisubalbicans,
Azospirillum spp. e outros ndo menos importantes ainda ndo descritos teriam uma
contribuicdo importante em dado periodo do desenvolvimento da cultura, sob
condicdes fisiologicas definidas, de forma que a contribuicdo individual de cada
bactéria deva ser investigada, embora ndo se descarte a necessidade de inter-
relacdo entre todos componentes da comunidade endofitica para atividade efetiva
do sistema fixador.

Fica claro que muito trabalho tem que ser feito para confirmar se
enddfitos diazotréficos sdo responsaveis pela FBN em cana-de-acicar e em
outras gramineas e quantificar tal contribuicdo. Uma das estratégias delineadas
pelos pesquisadores do CNPAB-EMBRAPA, seria a investigacdo comparativa

minuciosa dentro do sistema complexo e natural, envolvendo gendtipos de cana-



de-acUcar contrastantes quanto a capacidade de receber nitrogénio fixado
biologicamente. Embora tal estratégia ja tenha sido anteriormente posta em
pratica, ocorreu de uma forma ndo muito ordenada e esbarrou em dificuldades
metodoldgicas e no carater erratico dos dados. Atualmente, tem sido proposto
trabalhar com o sistema natural em miniatura, ou seja toletes em processo de
germinacdo As justificativas para trabalhar com este sistema incluem
primeiramente o fato de que toletes em germinacao exibem elevada atividade da
nitrogenase (Nase) e esta atividade ser variavel com o gendtipo, podendo ser
mantida por mais de 2 meses a partir da germinacdo (RUSCHEL et al., 1975;
RUSCHEL & RUSCHEL, 1977; PATRIQUIN et al.,1978); a segunda é que a
fixagdo do nitrogénio observada em toletes em germinagéo é sem duvida realizada
por bactérias endofiticas, visto que toletes esterilizados superficialmente e postos
a germinar em substrato estéril ou mesmo crescendo em solugdo nutritiva
exibiram atividade da Nase (VOSE et al., 1981; COSTA & RUSCHEL,1981). As
acles envolvidas nesta estratégia envolveriam a caracterizagdo qualitativa e
guantitativa da microbiota endofitica em genétipos contrastantes, a avaliacdo da
atividade da nitrogenase e estimativa do potencial varietal de fixacdo endofitica do
nitrogénio, bem como estudos anatdmicos da interacdo entre as bactérias
endofiticas e os diferentes gendétipos utilizando técnicas de microscopia e
imunologia.

Uma segunda estratégia utilizada para estudar a FBN na cultura da
cana-de-acucar, esta efetivamente em pratica na Embrapa - Agrobiologia tem
como premissa reduzir a complexidade natural do sistema, estudando de forma
isolada os efeitos de cada bactéria no processo de FBN. Neste caso plantulas de
cana-de-aglucar oriundas de micropropagacdo sao cultivadas em condi¢des
esterilizadas e apds diferenciacdo completa, inoculadas com a(s) bactéria(s)
diazotrdéfica(s) que se desejar estudar os efeitos. Neste caso, 0 sistema fixador
pode em tese ser construido pouco a pouco, ganhando em complexidade a
medida que se avancgo no conhecimento. Este sistema, a parte do produto final

gue é o entendimento do processo como um todo, merece destaque por facilitar o



entendimento de processos mais basicos, que envolvem a interacdo de uma
bactéria especifica e a planta, tais como seu modo de infeccéo, colonizacéo,
estabelecimento endofitico e atividade em associacdo com a planta, existéncia da
modificacBes anato-fisioldgicas, bioquimicas e moleculares durante a interacdo. A
analise conjunta das informacfes obtidas para as diversas interacdes planta-
bactéria, irdo gerar um conjunto de conhecimentos bésicos sobre o
relacionamento endofitico entre bactérias diazotroficas e a cana-de-agucar que
servira, em Ultima analise como modelo para extensdo da FBN para outras
culturas, ou mesmo para a introducdo, ecologicamente mais segura, de endofitos
modificados geneticamente, mais eficientes em fixar e excretar nitrogénio para ser
utilizado pela planta, bem como a obtencdo de indicadores biolégicos, por
exemplo a presenca de genes ou proteinas envolvidos em etapas da interacao
endofitica, que possam facilitar uma selecdo de gendtipos mais promissores a
associar-se e se beneficiar da fixagdo de nitrogénio por bactérias endofiticas.

O presente trabalho teve como objetivo geral estudar aspectos ligados
a taxonomia de bactérias do género Herbaspirillum, descrever os aspectos mais
relevantes da ecologia da bactéria no sistema solo-planta, bem como caracterizar
ao nivel anatbmico, a interacdo endofitica entre H. seropedicae e H.
rubrisubalbicans e plantas de cana-de-acucar, descrevendo os sitios de infecgéo,
colonizacdo e estabelecimento endofitico e as possiveis resposta da planta

hospedeira.
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CAPITULO 1

ESTUDOS COMPARATIVOS ENTRE Herbaspirillum seropedicae E
Herbaspirillum rubrisubalbicans PARA FINS TAXONOMICOS.
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RESUMO

Com base na homologia do RNA e na analise numérica dos resultados
de testes de assimilacdo de 147 fontes de carbono, GILLIS et al., (1990)
demonstraram a existéncia de um relacionamento taxonémico estreito entre o
agente causal da estria mosqueada em cana-de-acucar “Pseudomonas”
rubrisubalbicans e a bactéria fixadora de nitrogénio Herbaspirillum seropedicae. A
partir dos dados de homologia de DNA, estes autores propuseram a incluséo
deste fitopatdgeno no género Herbaspirillum. que passaria a possuir duas
espécies, H. seropedicae e H. rubrisuba/bicans. Com objetivo de estabelecer
diferencas que pudessem subsidiar a separacdo do género Herbaspirillum nas
duas espécies propostas, foram conduzidos ensaios fenotipicos comparativos. A
proximidade genética entre estes microrganismos foi amplamente demonstrada
pela semelhanca em uma série de caracteristicas, dentre as quais a habilidade de

Herbaspirillum rubrisubalbicans em fixar N, e o comportamento similar em uma

série de testes morfoldgicos e bioquimicos. Dentre as caracteristicas testadas,
estabeleceram-se diferencas quanto ao uso de fontes de carbono (H. seropedicae
utiliza N-acetilglucosamina e ndo meso-eritritol e H. rubrisubalbicans utiliza meso-
eritritol na presenca de aménio e ndo utiliza N-acetilglucosamina), temperatura
otima de crescimento (H. seropedicae 34 °C e H. rubrisubalbicans 30 °C, flagelacéo
e patogenicidade a variedade de cana-de-agUcar B-4362 (susceptivel a estria

mosqueada). Sondas de oligonucleotideos espécie-especifica obtidas a partir do
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sequenciamento parcial da sub-unidade 23S rRNA de H. seropedicae e
H. rubrisubalbicans, testadas em ensaios de hibridizacdo em membrana de nylon,
confirmaram o agrupamento baseado no uso de fontes de carbono, 0o que
possibilita seu uso como parametro taxonémico. Além disso, a aplicacdo da
técnica de Inter-LINE PCR para Herbaspiri//lum (reacdo em cadeia da polimerase
utilizando como sequéncia iniciadora uma sequéncia repetida derivada do
genoma de mamiferos), produziu um padrdo de amplificacdo de bandas bastante
complexo, porém relativamente similar entre espécies, o que valida seu uso
potencial como ferramenta na distincdo das espécies de Herbaspirillum. Por fim,
anticorpos policlonais produzidos contra H. seropedicae estirpe HRC54 e H.
rubrisubalbicans estirpe HCC103, testados em ensaios imunoenzimaticos de
ELISA, demonstraram-se espécie-especificos, correlacionando-se bem com o0s

testes de fonte de carbono e uso de sondas de oligonucleotideos.



18

ABSTRACT

Results from computer-assisted auxanographic tests and DNA/rRNA
hybridisation have established a ver-y closed taxonomic relationship between the
nitrogen fixing bacterium, Herbaspirillum seropedicae and a mild pathogen of
sugar cane called “Pseudomonas” rubrisubalbicans. After further analyses,
including DNA:DNA hybridisation, “P.” rubrisubalbicans has been proposed to be
renamed as Herbaspirillum rubrisubalbicans. This comparative study was
undertaken to establish phenotypic and genotypic differences between strains of
H. seropedicae and H. rubrisubalbicans. As shown genotypically, H.
rubrisubalbicans has phenotypic characteristics very similar to H. seropedicae,
including the ability to fix molecular nitrogen and similar behaviour in biochemical
and morphological tests and they differ only in the utilisation (as sole carbon
source) of meso-erytritol by H. rubrisubalbicans and N-acetylglucosamine by H.
seropedicae, by optimum growth temperatures (30 °C, H. rubrisubalbicans; 34 °C
H. seropedicae), and by flagella pattern. In addition, H. rubrisubalbicans causes
mottled stripe disease on the sensitive sugarcane variety B-4362. Oligonucleotide
probes based on partial sequences of the 23S rRNA of H. seropedicae and H.
rubrisubalbicans were constructed and used as diagnostic probes. Interspersed
repetitive mammalian sequences used as oligonucleotide primer for polymerase
chain reaction to generate genomic polymorphism (Inter-LINE PCR) were applied

in some Herbaspirillum strains and the DNA fingerprint pattern was strain-specific.
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However, by visual inspection it was possible distinguish strains belonging to each
specie. In addition, polyclonal antibodies specific to both species were tested in
ELISA assay against a large number of Herbaspirillum strains and a quite good

correlation between ELISA results, utilisation of carbon sources and the

oligonucleotide probes was obtained.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

METODOS UTILIZADOS NA DEFINIC}AO DO POSICIONAMENTO
TAXONOMICO DE BACTERIAS DIAZOTROFICAS

A classificacéo dos diversos organismos em niveis hierarquicos, dentro
de grupos de similaridade, com definicdo de diferentes taxons e nomenclatura
especifica tem sido aplicada pelo ser humano a bastante tempo, sendo baseada
principalmente em caracteristicas morfo-anatdmicas. Em se tratando do mundo
microbiano, especialmente dentro do reino bacteriano, caracteristicas
morfolégicas apresentam grau de discriminagdo muito baixo. Desse modo, ao
longo deste século uma gama de testes fenotipicos foram desenvolvidos no intuito
de classificar as bactérias, estabelecendo-se uma série de protocolos que
levaram a definicdo de diferentes espécies bacterianas. Dentre as inuUmeras
caracteristicas fenotipicas que podem ser avaliadas, encontram-se testes
morfolégicos e culturais, que avaliam a forma e outras caracteristicas visuais
particulares da célula e das colénias bacterianas, bem como presenca de
inclusdes intracelulares, coloracdo de Gram e flagelos. Testes bioquimicos que
caracterizam-se pela avaliacdo da presenca de determinadas biomacromoléculas,
principalmente enzimas, como por exemplo catalase, gelatinase, amilase,
oxidase, nitrogenase, nitrato redutase, bem como testes de uso de diferentes
fontes de carbono e testes de tolerancia a diferentes compostos como sais ou

antibidticos. Testes fisiolégicos que avaliam a dindmica de crescimento da
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bactéria em diferentes condic¢des fisico-quimicas como variagoes de temperatura,
pH, aeracdo, também precisam ser usados.

Os estudos de filogenia renderam-se aos avancos da informatica,
incorporando programas de computador que armazenam e analizam os resultados
de testes fenotipicos, gerando arvores taxonémicas baseados em agrupamentos
por similaridade dentro das caracteristicas testadas, o que € conhecido como
analise numérica. Dados fenotipicos foram os primeiros a serem avaliados por
meio de comparacdo numeérica assistida por computador, permitindo assim a
avaliagdo de um grande nimero de caracteristicas e estirpes. Como resultado séo
geradas matrizes de dados mostrando a percentagem de similaridade entre pares
de estirpes e agrupamentos resultando em dendrogramas que revelam a
consisténcia das caracteristicas fenotipicas (VANDAMME et al, 1996).
Certamente, quanto maior o nimero de caracteristicas fenotipicas, mais proximo
este agrupamento tende a refletir as variacdées no genoma, assumindo assim
grande relevancia na classificacdo bacteriana. HU et al. (1991) trabalhando com o
grupo filogeneticamente heterogéneo das pseudomonas fitopatogénicas néo
fluorescentes, realizaram a analise numérica do resultado de 57 testes
bioquimicos e nutricionais, obtendo uma boa correspondéncia entre o arranjo
proposto pela andlise numérica e ensaios de homologia de RNA e DNA
previamente realizados.

Mais recentemente, uma série de compostos quimicos presentes na
parede celular e no interior da célula bacteriana tem sido extraidos por métodos
analiticos especificos e utilizados com sucesso em taxonomia bacteriana, sendo
conhecidos como marcadores quimiotaxondémicos. O padréo de poliaminas tem
sido considerado como um dos principais marcadores quimiotaxondmicos em
bactérias Gram negativas (BUSSE & AULING, 1988), tendo sido usado com
sucesso na rapida diferenciacdo de bactérias do género Pseudomonas e
Xanfhomonas e constituindo-se também em uma ferramenta poderosa na rapida

exclusdo de estirpes mal classificadas de ambos os géneros (AULING et
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al., 1991). O perfil de acidos graxos celulares € um marcador quimiotaxondmico
igualmente importante. Estudos conduzidos por STEAD (1992) indicaram a
existéncia de padrdes caracteristicos de acidos graxos nos cinco sub-grupos r-
RNA de Pseudomonas propostos por PALLERONI et al.,, (1984), mas
particularmente os hidroxiacidos sdo de alto valor taxonémico. Outro composto
guimiotaxonébmico presente na membrana citoplasmatica sdo quinonas
isoprenoides, principalmente as menaquinonas, as quais apresentam uma
variacdo no comprimento, nivel de saturacéo e hidrogenacéo das cadeias laterais,
podendo ser utilizadas para caracterizar bactérias em diferentes niveis
taxonémicos (COLLINS & JONES, 1981).

Métodos fenotipicos ligados a tecnologia de proteinas sdo igualmente
valiosos em sistematica microbiana. O’'FARRELL (1975) estima que entre 1000 e
2000 genes no genoma dos procariontes sao expressos como proteinas, o que
obviamente sugere que tais proteinas quando separadas eletroforeticamente
poderiam gerar padrdes distintos e se usados comparativamente teriam grande
utilidade na taxonomia bacteriana. A aplicacao do padrao de proteinas totais em
sistematica microbiana tem sido revisado por KERSTERS & DE LEY (1975). Os
estudos incluem aplicacdo da analise numérica, correlacdo com hibridizacéo
DNA:DNA (OWEN & JACKMAN, 1982) e tipagem epidemiolgica (HUDSON et al.,
1976). O método classico e mais amplamente estudado e a comparacao do perfil
de proteinas totais obtidos por meio de eletroforese com sodio dodecil sulfato em
gel de poliacrilamida em uma dimenséo (1 D-SDS-PAGE). Este método apresenta
um potencial de discriminagéo taxondmico similar a hibridizacdo DNA:DNA, sendo
util ao nivel de espécie em muitos niveis taxon6micos, entretanto exige
homogeneidade completa das condi¢cbes experimentais para que resultados
reproduziveis e com valor de comparagcdo sejam obtidos (JACKMAN, 1985).
XIANG & HAYWARD (1994) utilizaram esta técnica para avaliar o relacionamento
taxondmico entre as espécies de Pseudomonas pertencentes a superfamilia rRNA

Il (PALLERONI et al., 1973) e as consideradas pseudomonas auténticas,
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verificando que os agrupamentos envolviam estirpes de uma mesma espécie e
gue os membros da rRNA Il apresentavam alto grau de divergéncia em relacédo ao
género Pseudomonas, fato que ja tinha sido observado por outros autores
utilizando métodos genotipicos (STACKEBRANDT et al.,, 1988; YABUUCHI et
al., 1992). Ja MOREIRA (1991) comparou o perfil de proteinas totais (1 D-SDS-
PAGE) de 169 estirpes de rizobio isoladas de diferentes leguminosas arbéreas,
obtendo através da analise numérica dos valores de densitometria das bandas 17
grupos com niveis de similaridade acima de 84% e outras 28 estirpes ocupando
posicdes isoladas no dendrograma. Neste trabalho a autora ndo obteve relagcbes
consistente entre os agrupamentos propostos e testes fenotipicos, origem
geografica das plantas ou mesmo com a filogenia de espécies de leguminosas e
em muitos casos obteve perfis distintos de espécies e géneros conhecidos.
Provavelmente, neste caso especifico tal técnica ndo foi tdo adequada, ja que se
tratava de um grande namero de estirpes e grupos tao diversos, sendo talvez
mais recomendavel uma selecdo prévia de grupos por outros critérios
taxondémicos como apontado por JACKMAN (1987). Uma variante da técnica com
potencial de resolucdo superior € o SDS-PAGE bidimensional, porém este é
considerado impraticavel para um grande nimero de estirpes. Ademais, o elevado
nivel de discriminacdo do método (uma Unica proteina diferente pode ser
detectada) pode ndo ser requerido para muitas das aplicacdes em sistematica,
sendo mais adequado para tipificacdo de estirpes.

Igualmente sensivel é o método de padrdo de isoenzimas apoés
separacdo eletroforética (SELANDER et al.,, 1986), na qual as formas
isoenzimaticas de um grupo de enzimas sdo identificadas por mobilidade
eletroforética diferencial, apos adicdo de substrato especifico e formacéo de cor.
Este método possui sensibilidade infraespécie e tem sido utilizado em estudos de
larga escala para estimar diversidade genética e a estrutura natural de
populacdes em um grande numero de bactérias, permitindo estabelecer um

relacionamento genético entre diferentes estirpes de uma espécie e correlacbes
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com caracteristicas ecolégicas como foi conduzido por CABALLERO-MELLADO &
MARTINEZ-ROMERO (1994) para Acetobacter diazotrophicus, onde ficou
demonstrada a limitada diversidade genética deste diazotréfico endofitico.

Anticorpos policlonais e monoclonais utilizados em técnicas
imunoldgicas como imunoprecipitacdo ou rea¢do imunoldgica de ELISA possuem
valor taxonémico, no entretanto as condi¢des de testes devem ser bem definidas.
O nivel de distingdo do soro € dependente de sua qualidade, podendo ser género,
espécie ou estirpe especifico, dependendo da natureza dos determinantes
antigénicos alvos para os quais o soro foi produzido ( SCHLOTER et al., 1995).

Por mais completo que seja o conjunto de testes fenotipicos aplicados a
taxonomia bacteriana, estes refletem sempre uma parte muito pequena do
conjunto de informagdes contidas dentro do genoma bacteriano. Estas limitagcoes
s6 podem ser ultrapassadas quando avaliamos diretamente os &cidos nucléicos
(DNA e RNA), cujos diferentes graus de similaridade na sequéncia das bases
refletem diferentes graus de relacionamento filogenético entre organismos. Uma
gama de métodos genotipicos foram desenvolvidas na ultima década, dominando
indubitavelmente a taxonomia moderna. Aos métodos genotipicos classicos e
virtualmente exigidos em taxonomia bacteriana como mol % G +C, a hibridizacao
DNA:rRNA e DNA:DNA, tem sido descritos novos métodos genotipicos tais como
sequenciamento das sub-unidades 5S, 16S e 23S r-RNAs e diversos métodos de
geracdo de polimorfismo baseados em padrdes de amplificacdo e hibridizacao
com genes especificos (VANDAME et al.,, 1996; AMANN et al.,, 1995). Estas
técnicas tem promovido um grande aumento de sensibilidade na separacdo de
microrganismos e distincdo e reclassificacdo de novas espécies, ampliando e
facilitando os estudos de taxonomia e filogenia.

A hibridizagdo DNA:DNA ¢é a técnica de referéncia na definicdo da
espécie bacteriana, a qual inclui de acordo com WAYNE et al. (1987) todas as
estirpes com grau de hibridizagdo DNA:DNA igual ou superior a 70% e com 5 °C

ou menos de variacdo na temperatura de dissociacao das fitas de DNA padréo e
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teste. Este critério de definicdo de espécie bacteriana, embora amplamente
aceito, esharra em problemas de ordem metodoldgica e pratica, discutidos na
revisdo de VANDAMME et al., 1996, ficando o critério de 70% mais como
indicativo do que propriamente como valor absoluto. Outro parametro genotipico
classicamente utilizado em taxonomia bacteriana é a determinacdo da relacao
entre as bases do DNA , dado pela % em moles das bases G + C em relacao ao
total de bases. Geralmente, as variacbes observadas dentro da espécie sao
menores que 3% e ndo maiores que 10% ao nivel de género (STACKEBRANDT &
LIESACK, 1993).

A hibridizacdo DNA:rRNA tem sido utilizada como ferramenta na
discriminacdo do relacionamento de estirpes ao nivel de género, porém tem sido
gradualmente substituida por estudos de homologia baseados no
sequenciamento de sub-unidades do ribossoma. O rRNA é a marca mais
adequada para estudos de filogenia porque esta presente em todas bactérias, é
funcionalmente constante e € composto de sequéncias altamente conservadas e
regibes variaveis (STACKEBRANDT et al.,, 1985; OLSEN et al.,, 1986). O
sequenciamento dos genes estruturais da sub-unidade 16S ou 23S rRNA é feito
a partir da amplificacdo desta regido com sondas com sequéncia complementar a
regibes conservadas e posterior sequénciamento (LANE et al., 1985). As
sequéncias obtidas sdo comparadas com outras presentes em bancos de dados e
o relacionamento taxondmico obtido por percentagem de similaridade entre as
sequéncias.

Além dos métodos envolvidos na discriminacéo de bactérias ao nivel de
género e espécie, durante os ultimos anos, um namero muito grande de técnicas
moleculares intra-especificas foram desenvolvidas, com poder de discriminagao
ao nivel de estirpe. A primeira geracao de técnicas de tipagem do DNA incluiram
a analise do polimorfismo de tamanho de fragmentos de restricdo (“restriction
fragment lengh polymorfism-RFLP”) e a analise do DNA plasmidial. No primeiro

caso, 0 genoma total é extraido e digerido com enzimas de restricdo, 0 conjunto
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de fragmentos é separado eletroforeticamente em gel de agarose e os padrdes
sdo comparados. Em muitos casos um padrao muito complexo de fragmentos é
obtido dificultando as analises. Uma variante da técnica utiliza enzimas de
restricdo com poucos sitios de restricdo (“low frequency restriction fragments
analysis-LFRFA"). Esta técnica gera um namero menor de fragmentos, porém
muito grandes e dificeis de separar em gel de agarose, necessitando de uma
técnica de eletroforese especial (“pulsed-field gel eletrophoreses-PFGE”). De
forma alternativa, o padrdao complexo do RFLP pode ser transferido para
membrana de nitrocelulose, sendo hibridizado com sondas especificas.
GUNDISCH et al. (1993) fez uso desta combinac&o de técnicas (RFLP-PFGE e
hibridizacdo com sonda 23S rRNA) para estirpes de Azospirillum brasilense e A.
lipoferum, obtendo no primeiro caso um padréo estirpe especifico e no segundo
caso um padréao espécie especifico.

A introducéo da reacdo em cadeia da polimerase (“polymerase chain
reaction-PCR”) permitiu o desenvolvimento de uma gama de técnicas de
identificacdo de estirpes. A rapidez, simplicidade e facilidade de aplicacdo da
técnica de PCR, permite que novas aplicacbes sejam constantemente
desenvolvidas e que a técnica seja uma das metodologias mais amplamente
utilizadas. WILLIAMS et al., (1990) descreveram a técnica de DNA polimérfico
amplificado aleatoriamente (“randon amplified polymorphism DNA-RAPD"),
utilizando sequéncias iniciadoras arbitrarias curtas em ensaios de PCR para gerar
polimorfismo, sendo utilizadas como marcadores genéticos intra-espécie.
Alternativamente, sequéncias complementares a regides especificas no genoma
das bactérias como é o caso dos locos génicos ERIC (“enterobacterial repetitive
intergeneric consensus”) e REP (“repetitive extragenic palindromic”), conhecidos
como sequéncias repetidas dispersas no genoma de bactérias Gram positivas e
negativas e cuja funcédo € desconhecida, podem ser utilizadas como sequéncias
iniciadoras em técnicas de PCR para geracdo de polimorfismo (DE BRUIJN, 1992;

VERSALOVIC et al., 1994). Estas técnicas normalmente empregadas na
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tipificacdo de estirpes de uma espécie, podem ter seu nivel de discriminacao
alterado para diferenciar espécies dependendo das condi¢cdes de estrigéncia da
reacdo (VANDAMME et al.,1996). A combinacdo do PCR com RFLP gerou o
método conhecido como analise do padrdo de restricdo de rDNA amplificado
(“amplified-rDNA restriction analysis method-ARDRA”). Neste método, a
sequéncia de genes estruturais da 16S e/ou 23S rDNA incluindo ou ndo as
regides intergénicas, € amplificado pelo uso de sondas universais
complementares a dominios conservados do rRNA o produto do PCR é em
seguida digerido com uma combinacdo de enzimas de restricdo. Ao contrario dos
métodos descritos acima, 0 ARDRA gera padrdes espécie-especificos tendo em
vista o carater de conservacao de grande parte das regioes dos genes estruturais
do rRNA (GURTLER et al., 1991; VANEECHOUTTE et al., 1992). Ja LAGUERRE et
al.,(1996) por meio de PCR-RFLP dos genes 16S e 23S rRNA incluindo as
sequéncias intergénicas, obteve poder discriminatorio ao nivel de estirpe. Outra
combinacdo do PCR e RFLP produziu a técnica de polimorfismo de tamanho do
fragmento amplificado (“amplified fragment lenght polymorphism-AFLP”). Esta
baseia-se na andlise do padrédo de restricdo (RFLP) com posterior amplificacao
por PCR de fragmentos de DNA selecionados do total de fragmentos obtidos por
restricdo. A restricdo é conduzida utilizando duas enzimas que produzem
fragmentos de DNA com terminagdes diferentes. A estas terminacdes de
sequéncia conhecida, sdo acoplados oligonucleotideos curtos (“adapters”) que
servirdo de molde para o PCR. A amplificacdo seletiva é conduzida pelo uso de
duas sequéncias iniciadoras complementares aos “adapters", acrescidas de
algumas bases complementares as terminacbes de restricdo. JASSEN et
al. (1996) comprovaram a aplicabilidade da técnica AFLP como ferramenta
taxondmica, estudando 147 estirpes distribuidas nos géneros Xanthomonas,
Aeromonas, Clostridium, Pseudomonas, dentre outros, ja extensivamente
estudados por outros métodos genotipicos e quimiotaxonémicos, obtendo

concordancia perfeita com dados de homologia DNA:DNA.
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A TAXONOMIA DO GENERO HERBASPIRILLUM

O género Herbaspirillum foi descrito por BALDANI et al. (1986) como um
novo grupo de bactérias fixadoras de nitrogénio associadas as gramineas,
baseados em 119 isolados obtidos de solo de rizosfera, raizes lavadas e
esterilizadas de arroz, sorgo e milho. Por apresentarem morfologia celular em
bastdes curvos com movimento espiriloide, formacdo de pelicula aerotéatica de
crescimento em meio semi-sélido sem N e se associarem as raizes de cereais, 0S
novos isolados foram inicialmente considerados como uma quarta espécie de
Azospirillum (BALDANI et al.,1984). Entretanto, FALK et al. (1986) baseados em
experimentos de hibridizacdo de RNA:RNA eliminaram esta possibilidade.
Resultados de ensaios de homologia de DNA:DNA entre 17 isolados de
Herbaspirillum de varias origens com a estirpe padrdo (267) mostraram valores
entre 53 e 100%, enquanto que com Azospirillum spp. foi menor que 24%
(BALDANI et al.,1986). Estes resultados aliados a comparacao de Herbaspirillum

com sete outros géneros de bactérias fixadoras de N, em testes morfologicos e

bioquimicos justificaram a criacdo do novo género Herbaspirillum, tendo como
Unica espécie Herbaspirillum seropedicae. A descricdo do género inclui bactérias
em forma de bastonetes curvos, gram negativos, microaerobicos,vibridides,
moveis por 1 a 3 flagelos inseridos em 1 ou 2 polos e desse modo foram incluidos
na sessdo 2 do Bergey's Manual of Systematic Bacteriology (KRIEG,1984).
Recentemente na Bélgica, em avaliacdo conjunta de testes de
hibridizagdo de DNA:rRNA e andlise numérica de resultados de testes de
assimilacdo de 147 fontes de carbono, Herbaspirillum seropedicae apresentou
alta relacdo genética com “Pseudomonas” rubrisubalbicans, o agente causal da
doenca estria mosqueada em cana-de-acucar descrito por CHRISTOPHER &
EDGERTON (1932) e KRASILNIKOV (1949). A classificacdo desse
microrganismo no género Pseudomonas foi primeiramente questionada por

GOOR et al. (1986), baseados em ensaios de hibridizacdo de DNA:rRNA com 35



29

estirpes. Desse modo, “P”. rubrisuba/bicans ocupava posicdo separada na
Superfamilia Il rRNA e de acordo com GOOR et al. (1986) deveria provavelmente
pertencer a um outro género ou ser constituinte de um novo género. Estudos
conduzidos por STEAD (1992) trabalhando com o uso do padrdo de &cidos
graxos celulares como parametro taxonomico para classificacdo de Pseudomonas
fitopatogénicas, confirmaram a posicionamento errébneo de "P". rubtisubalbicans.

Subsequentemente, o relacionamento taxonémico entre H. seropedicae
e “P”. rubrisubalbicans foi avaliado pela homologia de DNA:DNA (GILLIS et
al., 1990). Estes autores, com base nos resultados de homologia do RNA e DNA, e
na analise numérica de testes de assimilacdo de fontes de carbono, concluiram
gue ambos microrganismos constituem um uanico sub-ramo rRNA dentro da
Superfamilia 11l rRNA e propuseram a inclusédo de "P". rubrisubalbicans no género
Herbaspirillum, que assim passaria a possuir duas espécies, Herbaspirillum
seropedicae e Herbaspirillum rubrisubalbicans. A subdiviséo foi justificada pela
baixa % de ligacdo de DNA e pela existéncia de diferengas fenotipicas entre as

espécies.
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OBJETIVOS

Diante dos resultados obtidos por GILLIS et al. (1990), o presente
capitulo teve como objetivo comparar estirpes padrdo de Herbaspirillum
seropedicae e  Herbaspirillum  rubrisubalbicans  sin.  “Pseudomonas”
rubrisubalbicans por meio de testes fenotipicos e genotipicos com o intuito de

estabelecer caracteristicas diferenciadoras ao nivel de espécie.
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MATERIAL E METODOS

BACTERIAS:
Para obter o inGculo para os diferentes testes de comparacéao, estirpes

de ambas espécies de Herbaspirillum foram crescidas em meio liquido Caldo

Nutriente suplementado com glicerol (10 g.l-1) por 48 horas a 30 °C e agitados a

130 rpm. A designacéao e origem dos isolados utilizados encontra-se na tabela 1.

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS E CULTURAIS:

As estirpes de Herbaspirillum seropedicae (267, Z78 e HRC54) e H.
rubrisubalbicans (M4, M1 e 175) foram comparadas quanto as caracteristicas das
colénias em 5 meios sélidos diferentes: meio JNFb (BALDANI et al., 1992 meio
NFb (TARRAND et al.,1978), meio 79 (VINCENT, 1970) meio B de King (KING et
al.,1954), meio batata (BALDANI & DOBEREINER, 1983) e meio Caldo nutriente.
A morfologia das células bacterianas foi avaliada ao microscopio O6tico de

contraste de fase, a partir do crescimento das bactérias em meio JNFb semi-
solido por 48 horas, quando crescendo com N, ou NH4* como fonte de nitrogénio

ou a partir de coldnias obtidas em placas contendo meio batata sélido.
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TABELA 1- Origem e designacao das estirpes de Herbaspirillum seropedicae e H.

rubrisubalbicans utilizadas nos testes comparativos.

ESPECIE/ESTIRPE DESIGNACAO DESIGNACAO

ORIGEM DO ISOLADO

Lvcl ATCC?2
H. seropedicae
Z67" 6513 35892 RAIZES DE ARROZ, BR
Z78 6514 35893 RAIZES DE SORGO, BR
2176 6512 RAIZES DE MILHO, BR
Z152 10660 RAIZES DE MILHO, BR
HRC50 14778 RAIZES DE CANA, BR
HRC54 RAIZES DE CANA, BR
HRCS80 RAIZES DE CANA, BR
HAWAI RAIZES DE CANA, HAWAI
HRL digit. RAIZES DE DIGITARIA, BR
HRL brach. RAIZES DE BRAQUIARIA, BR
HRL gord. RAIZES DE C. GORDURA, BR
HCC100 14780 COLMOS DE CANA, BR
HCC101 COLMOS DE CANA, BR
HCC102 14781 COLMOS DE CANA, BR
HPD &° 14784 RAIZES DE PL. INVASORA, BR
ISOL 1 RAIZES DE CANA, BR
M2 4 2284 FOLHAS DE CANA, AUSTRALIA
H. rubrisubalbicans
M4T 2286 19308 FOLHAS DE CANA, USA
Ml 1278 FOLHAS DE CANA, MAURITIUS
M5 6415 FOLHAS DE CANA, REUNION
M6 6420 FOLHAS DE CANA, JAMAICA
IBSBF 175 10462 FOLHAS DE CANA, MAURITIUS
IBSBF 198 10463 FOLHAS DE CANA, MAURITIUS
HRC51 RAIZES DE CANA, BR
HCC103 COLMOS DE CANA, BR
B-4362 11128 FOLHAS DE CANA, BR
HPD 13 RAIZES DE PL. INVASORA, BR

1 LMG: Culture Collection, Laboratory of Microbiology, Universiteit Gent, Ghent, Belgium.
2 ATCC: Amencan Type Culture Collection, Rockville.

% HPD 5: raizes de planta daninha nao identificada, HPD 1: raizes de Digitaria insularis.

4

M2: estirpe originalmente classificada como P. rubrisubalbicans, nédo fixa nitrogénio.
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AVALIACAO DA CAPACIDADE DE FIXACAO DE NITROGENIO
ATIVIDADE DE REDUCAO DE ACETILENO (ARA):

A atividade da nitrogenase de H. seropedicae (267 e 278) e H.
rubrisubalbicans (M1, M4, M5, M6, 175 e 198) foi avaliada pelo método de
reducdo de acetileno como descrito por BALDANI (1996) utilizando frascos de
vidro (volume 15 ml) contendo 5 ml de meio NFb-malato semi-solido (TARRAND

et al., 1978) suplementado ou ndo com 0,005% de extrato de levedura, inoculados

com 0,1 ml do in6culo e crescidos por 44 h a 30 °C. As estirpes padrdo de H.
seropedicae Z67 e de H. rubrisubalbicans M4 foram também testadas quanto a

habilidade de crescer e fixar nitrogénio em meio NFb-malato semi-solido contendo
diferentes concentracdes de sacarose (0, 50, 100 e 150 g. I-1) e sob 4 temperaturas

(30, 34, 38 e 41OC). A atividade de reducdo de acetileno foi avaliada depois de 24

e 48 horas de crescimento, utilizando duas repeticdes por tratamento.

PRODUGCAO E INCORPORAGAO DE 15N,:

Para confirmar a capacidade de fixar N, de H. seropedicae e H.
rubrisubalbicans, foi conduzido um ensaio sob condicdes de laboratério utilizando
15N2. O gas marcado foi produzido a partir de 0,5 mg de sulfato de aménio com

106% de "N em excesso, convertendo-se a aménia para gas N, por meio de
oxidacdo com 1 ml de uma solugcdo de hipobromito de litio preparada de acordo
com TRIVELIN et al. (1973). A reacdo de oxidacdo ocorreu no interior de uma
seringa plastica de 50 ml e o gas formado impulsinado para outra seringa ligada
a esta por meio de uma borracha. Foram utilizadas 5 estirpes de H.
rubrisubalbicans e 3 estirpes de H. seropedicae crescidas em meio JNFb-malato

semi-sdlido (BALDANI et al., 1992) adicionados ou ndo de extrato de levedura (20
mg.|'1) por 72 horas a 32 °C. Os frascos foram vedados com rolhas de borracha

tipo suba-seal e 20% da fase gasosa foi substituida por 15N2.Os frascos foram
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incubados por 12 horas a 32 °C e analisados para N-total e enriquecimento de
15N2 em excesso como descrito por BODDEY et al. (1983). O controle néo

fixador, constou de duas estirpes (267 e M4) crescendo em meio suplementado

com 20 mM de cloreto de amoénio e avaliados conforme descrito acima.

AVALIAC}AO DA PATOGENICIDADE:

O potencial fitopatogénico de algumas estirpes de Herbaspirillum spp.
foi avaliado em plantas de sorgo (Sorghum bicolor) variedades BR 303 e BR 005,
capim elefante (Pennisefum purpureum), milho doce (Zea mays) var. BR400 e
cana-de-acucar (hibridos interespecificos de Saccharum) variedades SP 70-1143
e B-4362. O ensaio foi conduzido em condi¢des de casa de vegetagcdo com quatro
repeticbes por plantas utilizando potes plasticos preenchidos com 2 kg do

horizonte superficial de um solo classificado como PVd série Itaguai, fertilizado
com o correspondente a 20 kg.ha‘1 de N na forma de (NH,")°S0O,, 200 kg.ha-1de
P>0Og como superfosfato simples e 100 kg.ha'1 de K20 como K,SQ,. As estirpes

foram crescidas em meio Caldo nutriente a 32 °C por 48 horas, ressuspendidas

em solucéo salina 0,85% e preparadas para uma concentracdo final de 108
células. ml'l, gue corresponde a 90% de transmitancia lida em um colorimetro
(ausJena) com 600 nm de comprimento de onda. Apds a preparacao das plantas
(toalhete), 0,5 ml da suspensao bacteriana foi inoculada por injecdo com agulha
descartavel seguindo a metodologia proposta por EIRA (1972). As plantas foram
mantidas em camara Umida por 48 h. A avaliacdo dos sintomas realizou-se 7
d.a.i., sendo para o proposito taxonémico, apenas qualitativa, atribuindo-se “+”
para existéncia de sintomas e “-” para auséncia. O controle constou de plantas

inoculadas com solucédo salina estéril.
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USO DE FONTES DE CARBONO:

O meio utilizado no ensaio foi o INFb semi-sdlido pH 6,0, substituindo o
malato, pela fonte de carbono a ser testada (BALDANI et al., 1992), acrescido (N+)
ou ndo (N-) de cloreto de ambnio como fonte de nitrogénio. Todas as fontes de
carbono foram dissolvidas em solucéao tampao fosfato 3mM pH 6,0, esterilizadas
por filtracdo em milipore e preparadas para uma concentragao final no meio de
cultura de 0,5%. O inéculo foi obtido a partir d.a centrifugacdo de 5 ml do
crescimento bacteriano, ressuspendido em solugéo salina. Em seguida, inoculou-

se 100 pl da suspenséo bacteriana em frascos de vidro contendo 5 ml do meio

com as fontes a serem testadas, e incubou-se a 30 °C. As avaliagbes ocorreram 7
d.a.i., sendo considerado como crescimento positivo, aqueles tratamentos onde

se formava uma grossa pelicula de crescimento na superficie dos meios.

MOTILIDADE

A motilidade foi avaliada em placas de petri contendo meio caldo
nutriente com 0,4% de 4gar. Para tal inoculou-se 200 pl das estirpes (267, Z78,
HRC54, Ml, M4, M5, M6 e IBSBF175) crescidas em meio liquido caldo nutriente
contendo 10 g.I"' de glicerol. As placas foram incubadas a 30 °C e o diametro do

halo de crescimento observado aos 1, 2, 4 e 6 dias ap0s a inoculagéo.

VISUALIZACAO DE FLAGELOS AO MICROSCOPIO ELETRONICO

A metodologia utilizada foi uma cortesia do Prof. Kitajima (Centro de
Microscopia Eletronica da ESALQ) com modifica¢des introduzidas por Geraldo da
Cruz Baeta (Laboratério de Gramineas, EMBRAPA-CNPAB). H. seropedicae
estirpes (267, 278, HRC54, HCC100, HRC8O0, isol 1 e M2) e H. rubrisubalbicans
estirpes (M1, M4, HCC103 e HRC51) foram crescidas em placas contendo meio
batata por no maximo 48 ha 30 °C. Apés este periodo, foram selecionadas
coldnias de cada estirpe e utilizando bastdes de vidro oco e esterilizados,isolou-

se cada col6nia e adicionou-se 100 ul de agua destilada estéril. Apds 10 minutos,



tomou-se uma gota da suspensdo de bactérias e depositou-se sobre uma placa
de cera. Entdo, flutuou-se uma grade de cobre coberta com um filme de formvar
(solucédo 0,5% em cloroférmio) sobre a suspensédo bacteriana, deixando por 2
minutos, em seguida retirou-se 0 excesso de agua co m papel de filtro, lavou-se a
grade por 2 minutos em uma gota de agua destilada estéril, secou-se com papel
de filtro e contrastou-se as bactérias utilizando uma solugéo aquosa de acetato de
uranila 5%, deixando a grade flutuando nesta solu¢éo por 2 minutos. Ao final do
processo, retirou-se o excesso de solucdo com papel de filtro deixando a grade
secar por no minimo 1 hora. As grades foram observadas em um microscépio

eletrénico de transmissdo modelo ZEISS EM900 com 80KV de voltagem.

METODOS MOLECULARES

Os testes e analises moleculares fazem parte de um trabalho de
colaboragcédo com o grupo do Instituto GSF (Alemanha), sob coordenacao do Dr.
A. Hartmann e Dr. G. Kirchhof, onde foram sintetizadas e aplicadas as sondas de

oligonucleotideos, bem como os ensaios de PCR.

DESENVOLVIMENTO DE SONDAS ESPECIFICAS PARA Herbaspirillum A
PARTIR DA 23S-rRNA.

As sondas de oligonucleotideos especificas para H. seropedicae (HS) e
H. rubrisubalbicans (HR) foram obtidas como descrito por BALDANI et al. (1996).
A sequéncia de nucleotideos da sonda foi definida a partir do sequenciamento
parcial da cadeia da 23S-rRNA de H. seropedicae Z67 e H. rubrisubalbicans M4
em regido proxima a hélice 55-59, conhecida por sua alta variabilidade na
composicdo de nucleotideos (HOPFL et al., 1989). Esta seqiiéncia foi comparada
com a sequéncia da 23S-rRNA de outros microrganismos presentes em bancos
de dados especificos. Através desta analise comparativa foi selecionada uma

sequéncia compostas de 19 nucleotideos complementares a cadeia da 23S-rRNA.

36
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As sonda sintetizadas foram: Sonda HS: 5'- GTCCCGGTTTTTGCATCG A-3’ e
Sonda HR: 5’- TAG TCG GTT TTT GCA TCG A-3.

AVALIACAO DA ESPECIFICIDADE DAS SONDAS

A especificidade das sondas HR e HS foi avaliada por meio de
experimentos de hibridizacdo em membrana de nylon (técnica de Dot-Blot),
utilizando r-RNA de 80 bactérias de diferentes origens, incluindo bactérias do
solo e associativas. O RNA das varias bactérias foi extraido com fenol quente e
precipitado com etanol de acordo com QELMULLER et al. (1990) e transferido
para membrana de nylon (Quiagen-plus; Diagen). A hibridizacdo com a sonda
radioativamente marcada com P foi realizada de acordo com o método descrito
por KIRCHHOF & HARTMANN (1992).

USO DA REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

Estirpes de H. seropedicae e H. rubrisubalbicans foram comparadas
guanto ao padrdo de amplificacdo do DNA por meio de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR). A sequéncia iniciadora utilizada foi recentemente desenvolvida
por SMIDA et al. (1996), sendo complementar a uma regido bastante conservada
do genoma de mamiferos (“Long Interspersed Elements” LINES), conhecida como
sequéncia repetidas e cuja funcdo no genoma é desconhecida. A sequéncia foi
ligeiramente modificada e utilizada em um PCR arbitrario (KIRCHHOF et
al.,1997). Para tal tomou-se 50 ml do extrato contendo DNA e RNA extraidos de
acordo com QELMULLER et al. (1990) e adicionou-se 2 pul de RNAse A.
incubando-se por 1 a 2 horas a 37 °C. A seguir, adicionou-se 20 ul de acetato de
potassio 3M, 130 pl de agua e 500 ul de etanol 100% estocando a preparacao
em freezer durante a noite. A preparacao foi centrifugada por 15 minutos a 13000
rom, o sobrenadante foi descartado e adicionou-se 1 ml de &alcool 70%.
Centrifugou-se o extrato nas mesmas condi¢cdes e a seguir eliminou-se o alcool,

secando a amostra a vacuo por 30 minutos. Por fim a amostra foi ressuspensa em
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adgua desmineralizada (50 pl) e a concentracdo de DNA obtida por leitura da
densidade otica em espetrofotdmetro a 260 nm. Os componentes da mistura de
reacdo foram adicionados ao microtubos na ordem seguinte: Agua
desmineralizada na quantidade suficiente para completar 50 pl; Tampéo Taq (10
mM Tris-HCI pH 83, 50 mM KCI, 1,5 mM MgCl;, 0,05% Nonidet P40 v/v, 0,001 %
gelatina p/v, 0,05% Tween-20 v/v, com o tampdo diluido 10 vezes) --- 5 ul; MgCl,
(50mM) --- 1,5 pf: dNTP --- 1 0 pl: sequiéncia iniciadora --- 1,5 pl; DNA alvo --- 70 -
150 ng. Apdés uma rapida centrifugacdo para mistura dos componentes,
adicionou-se a enzima Taq polimerase --- 0,3 ul e 2 gotas de parafina. Para
controle do tempo e temperatura de reagdo foi utilizado um DNA Thermal Cycler
(Perkin Elmer Cetus). As condicdes de reacdo foram primeiramente uma
temperatura de 93 °C por 6 minutos, em seguida 5 ciclos com 93 °C por 1 minutos
e 30 segundos, 37 °C por 1 minuto e 30 segundos e 72 °C por 2 minutos,
respectivamente para desnaturacdo do DNA, anelamento da sequéncia iniciadora
e extensdo da cadeia. A seguir 25 ciclos nas seguintes condi¢des, 93 °C por 1
minuto, 52 °C por 1 minuto e 72 °C por 2 minuto e finalmente um ciclo de 72 °C
por 10 minutos. Com o término da reacéo, aliquotas de 10 uldo produto do PCR
das diferentes estirpes de Herbaspirillum spp. foram submetidas a eletroforese em
gel de agarose 1% (p/v) e as bandas visualizadas apos coloracdo com brometo

de etidio. A sequéncia iniciadora é: 5-GAG TTT GGC AAA GAC CC-3'.

METODOS IMUNOLOGICOS

Anticorpos policlonais produzidos em coelhos contra H. seropedicae
HRC54 e H.rubrisubalbicans HCC103 foram purificados em coluna contendo
proteina A (material e métodos do capitulo 3) e testados em ensaios rmuno-
enzimaticos de ELISA indireto (LEVANONY et al., 1987). Foram utilizadas 21
estirpes de Herbaspirillum spp. previamente discriminadas ao nivel de espécie por
homologia de DNA:DNA, hibridizacdo com sondas de oligonucleotideos

especificas (sondas HS e HR) e assimilacdo de fontes de carbono.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

TESTES MORFOLOGICOS, FISIOLOGICOS E BIOQUIMICOS

Baseados em ensaios de homologia de RNA (figura 1) e de DNA (figura
2) associados a andlise auxanografica da utilizacdo de 147 fontes de carbono
(figura 3) GILLIS et al. (1990) propuseram a transferéncia de estirpes mal
classificadas de “Pseudomonas” rubrisubalbicans para o género Herbaspirillum.
No presente trabalho foram realizados testes fenotipicos e genotipicos
comparativos visando estabelecer diferencas que justificassem a separacdo do
género Herbaspirillum em H. seropedicae e H. rubrisubalbicans. As informagdes
obtidas neste capitulo da tese, somados ao trabalho inicial de GILLIS et al. (1990)
e os dados geradas pelos trabalhos de colaboragdo com Instituto GSF (Munique-
Alemanha) resultaram na inclusdo de "P". rubrisubalbicans dentro do género
Herbaspirillum como uma nova espécie, H. rubrisubalbicans, ja validada pelo
Comité Internacional de Sistematica Bacteriana (BALDANI et al., 1996).

A tabela 2 sintetiza algumas das caracteristicas testadas nesta tese,
associadas a dados obtidos por BALDANI et al., (1986) e CHRISTOPHER &
EDGERTON (1932), dentre as quais nao foram obtidas diferencas para os
isolados testados. Como podemos observar nos testes morfolégicos (tabela 2), a
motilidade observada em placas de agar nutriente com baixa concentracéo de
agar (0,8%) para H. seropedicae (BALDANI et al.,1986), foi também demonstrada

para todas as estirpes de “P.” rubrisubalbicans testadas (M4, M1, M5, M6,
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IBSBF175 e HCC103). Foi observado também o alongamento das células
bacterianas em meio sdlido e liquido suplementado com NH4“',ou mesmo em

meio semi-soélido suplementado com amonio e glucose (BALDANI et al., 1992). Tal
fendmeno parece estar relacionado com a inibicdo da diviséo celular causada por
amoénio (ROSZAK & COLWELL, 1987) H. seropedicae e H. rubrisubalbicans
também nao diferiram quanto as caracteristicas de colénia em 5 meios testados.
Dentre as caracteristicas bioguimicas testadas (tabela 2) ndo foram
observadas diferencas entre as estirpes testadas. Acido foi formado a partir de
arabinose, glicose, manitol, glicerol e galactose quando a bactéria cresceu em
meio semi-solido com nitrogénio, porém fraca reacdo foi observada com
arabinose, glucose, frutose e manitol, quando crescendo em meio isento de N e
nula com glicerol. Todas as estirpes foram resistentes até 30 ppm de acido
nalidixico (267, 278, HRC54, M1, M4, 175, HCC1 03) reduziram azul de tetrazoélio
e foram habeis em fixar N, atmosférico, bem como apresentaram reacao positiva
para catalase, oxidase e urease, sendo negativas para hidrélise de gelatina.

A capacidade de H. rubrisubalbicans em fixar nitrogénio foi avaliada pelo
método de reducdo de acetileno (ARA). A estirpe padrdo de H. rubrisubalbicans
M4, isolada de cana-de-acucar e 5 outras estirpes da espécie, cresceram em
semi-sélido livre de N e mostraram atividade da nitrogenase, em taxas iguais ou
maiores que aquelas obtidas para H. seropedicae (tabela 3).

O efeito da sacarose e da temperatura sobre a atividade da nitrogenase
de H. seropedicae e H. rubrisubalbicans pode ser notado na tabela 4. Os
resultados evidénciam a tolerancia de ambos microrganismos para crescer e fixar

N, na presenca de 10% de sacarose no meio. Esta caracteristica também foi

observada para o enddfito obrigatério da cana-de-acucar, Acetobacter
diazotrophicus (GILLIS et al., 1989; REIS, 1991) e provavelmente é uma
caracteristica ecologicamente importante para bactérias que habitam os tecidos

de plantas de cana-de-acuUcar.
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Tabela 2- Testes comparativos envolvendo Herbaspirillum seropedicae estirpes
(267, Z78 e HRC54) e H. rubrisubalbicans estirpes (M4, IBSBF 175 e

HCC103). (valores obtidos como meédia de trés repeticdes).

TESTES MORFOLOGICOS H. seropedicae H. rubrisubalbicans
Motilidade em placas de agar 0,8% + +
Pleomorfismo na presenca de NH,ClI + +
Morfologia da célula bacteriana bastdes curvos bastdes curvos
Dimensdes da célula crescendo em JNFb 15 x 0,6-0,7um 15 x0,5-0,7 um
Dimensdes da célula no interior da planta 1,71x0,52 pm 2,12 x 0,45 pm
Aspecto coloénia em meio batata, NFb, JNFb, idénticas idénticas

79, King B e Nutrient Broth
TESTES BIOQUIMICOS

H. seropedicae  H. rubrisubalbicans

Oxidasel

Catalase'

Urease'

Hidrdlise de gelatina1 - -

Reacdo de Gram? - -

Reducédo de nitrato’

Producao de acido em meio com N: manitol,

glucose, arabinose, galactose e glicerol

Reduc &o de azul de tetrazolio

Resisténcia a 30 ppm de acido nalidixico

Atividade de reducao de acetileno

Incorporacdo de N, em NFb semi-sélido +
TESTES FISIOLOGICOS H. seropedicae H. rubrisubalbicans

+
+

+ + + +
+ + + 4+ +

Crescimento / fixagcdo em meio 10% sacarose + +

Crescimento com N combinado a 41 °C + +

Fixacao de nitrogénio acima de 38 °C -
TESTES DE FITOPATOGENICIDADE H. seropedlcae H. rubrisubalbicans

Estria mosqueada em cana var. SP 70-1143, - -
CB 45-3 e NA 56-79

Sintomas em Pennisetum purpureum + +
Sintomas em Zea mays var. BR 400 - -
Estria vermelha em S. bicolor var. BR 303 +/- +

1 caracteristicas testadas por BALDANI et al., (1986) e CHRISTOPHER & EDGERTON (1932).
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Tabela 3- Crescimento dependente de N, e atividade da nitrogenase deH.

rubrisubalbicans e H. seropedicae avaliado pela atividade de reducéo
de acetileno (ARA) em meio NFb malato semi-solido com 0,005%

extrato de levedura ou isento de N, ap0s 44 horas de crescimento.

ARA ( nmoles. CzHa. h™. frasco)”

Estirpe
Meio sem nitrogénio 0,005% extrato de levedura
H. rubrisubalbicans
M1 385 754
967
M5 95 730
1% 426 1066
34 90
198 266 1016
H. seropedicae

111
278 267 34 142

% Média de trés repeticdes

Com relacdo ao efeito da temperatura, verificamos auséncia de
crescimento a 38 °C e 41 °C quando sob fixagdo, Em meio suplementado com
nitrogénio, observou-se crescimento mesmo a 41 °C (dados ndo mostrados), o

gue indica a sensibilidade da nitrogenase a temperaturas superiores a 38 °C. De
acordo com os dados de atividade de reducdo de acetileno apos 24 horas de

incubacdo, e independente da concentracdo de sacarose, a temperatura 6tima
para crescimento de H. seropedicae foi de 34 °C e 30 °C para H. rubrisubalbicans.
Tal resultado é similar ao obtidos por BALDANI et al., (1986) e HALE & WILKIE
(1972a,b).

O carater diazotréfico de estirpes de H. rubrisubalbicans foi confirmado
através da incorporacdo de nitrogénio gasoso marcado (15N2) em um
experimento desenvolvido em condi¢cfes de laboratorio. Os resultados do ensaio
confirmaram a capacidade diazotréfica do fitopatdbgeno “Pseudomonas”
rubrisubalbicans (tabela 5). Com excecdo dos relatos de RENNIE et al. (1982)

gue demonstraram a capacidade diazotréfica de Erwinia herbicola, baseado em
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sua capacidade de crescer em meio semi-solido e reduzir acetileno, e dos relatos
de KANVIDE & SASTRY (1990) para Agrobacterium tumefaciens trabalhando

com duas estirpes, a capacidade de fixar N, ndo tem sido demonstrada em

patégenos de plantas. Este se constitui no terceiro relato na literatura de

bactérias fitopatogénicas com capacidade diazotrofica, sendo o mais consistente.

Tabela 4- Efeito da sacarose e temperatura sobre a atividade da nitrogenase de
H. seropedicae Z67 e H. rubrisubalbicans M4 avaliada pela atividade de
reducédo de acetileno (ARA) em meio NFb-malato semi-sélido apés 24

e 48 horas de crescimento.

Estirpe Sacarose ARA ( nmoles. C;Ha. h™. frasco)®
g.l") 24 horas 48 horas

Temperatura (°C)

30 34 38 41 30 34 38 41

267 0 157 189 0 0 150 19 0 0
50 36 155 0 0 126 2 0 0

100 72 139 0 0 106 16 0 0

150 12 1 0 0 4 2 0 0

M4 0 96 42 0 0 260 6 0 0
50 80 30 0 0 15 12 0 0

100 60 11 0 0 118 3 0 0

150 2 4 0 0 16 2 0 0

® média de duas repeticbes

De acordo com os resultados da tabela 5, verificou-se nos tratamentos

com levedura os menores valores de % atomos de 19N em excesso. Este efeito
esta relacionado ao rapido crescimento das bactérias, de modo que no momento
de exposicdo ao gas marcado, as taxas de fixacdo estavam mais baixas,
resultando em menor enriquecimento isotdpico. As estirpes nao fixadoras
utilizadas como controle (M2 e M3), apresentaram enriquecimento isotépico no
minimo menor que dez vezes os valores apresentados pelas estirpes fixadoras de

menor enriquecimento. Ressalta-se também que o meio semi-sélido com 20 mM



Tabela 5 - Incorporacao de 15N2 por estirpes de H. rubrisubalbicans e H.
seropedicae em meio JNFb semi-solido.

Estirpes N-total (ug) % N em excesso

A: Crescendo em meio semi-sélido sob condicdes de fixacdo de Na

H. rubrisubalbicans

M1 220 0,2869
M3 0 0,0272
M4 348 0,3538
M5 425 0,4414
M6 330 0,5775
175 359 0,4769
H. seropedicae

267 514 0,8569
Z78 518 0,6037

Z176 294 0,7779
M2 0 0,0266

B: Crescimento em meio semi-sélido com 20 mg.I" de extrato de levedura

H. rubrisubalbicans

M1 320 0,2891
M3 34 0,0255
M4 287 0,2416
M5 313 0,0626
M6 463 0,3181
175 258 0,2824
H. seropedicae

Z67 408 0,3194
Z78 604 0,1741
2176 605 0,4677
M2 47 0,0312

C: Crescimento em meio semi-sélido com 20 mM de NH4CI

267 1742 0,085
M4 1373 00114
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de (NH4)2S0O4 inibiu completamente a sintese e atividade da nitrogenase durante

o periodo experimental, constituindo-se em um controle eficaz.

Pela anélise da tabela 6 referente a avaliacdo da patogenicidade de
Herbaspirillum, concluiu-se que H. seropedicae estirpe Z67 foi patogénico a sorgo,
caracterizado pela presenca de estrias vermelhas no limbo foliar. Sintomas sobre
o capim elefante caracterizaram-se como estrias branca na folha. A variedade de
cana-de-aglcar B-4362, relatada como susceptivel a estria mosqueada na
literatura (TOKESHI, 1980) ndo manifestou sintomas quando inoculada com
Herbaspirillum seropedicae. H. rubrisubalbicans desenvolveu sintomas idénticos
em sorgo e capim elefante, diferenciando-se de H. seropedicae em dois aspectos,
maior severidade de sintomas e patogenicidade sobre a variedade de cana-de-
acucar B-4362, ja que sobre a variedade SP 70-1143 ndo foram observados
sintomas em ambas as espécies. Os sintomas observados concordam com
agueles descritos por HALE & WILKIE (1972a,b) e TOKESHI (1980). A expressao
de sintomas sobre a variedade de cana-de-aglcar B-4362 (35 a 45 dias apoés a

germinacao), quando inoculada pelo método de inje¢do no cartucho (EIRA, 1972)

com aproximadamente 1 ml de uma suspensao bacteriana contendo 108 céiulas
por ml foi selecionada como parametro para diferenciacdo das duas espécies.
Na tabela 7 podemos observar o resultado da avaliagdo do uso de 21
fontes de carbono pelas estirpes 267 e Z78 de H. seropedicae e estirpes M4 e 175
de H. rubrisubalbicans. Dentre as fontes de carbono testadas em meio semi-sélido
com ou sem nitrogénio, foram selecionadas as fontes, raminose, mio-inositol,
meso-eritritol (na presenca de N-NH4') e N-acetilglucosamina, que mostraram-se
potencialmente ideais para diferenciacdo das espécies de Herbaspirillum. Estes
resultados concordam com aqueles obtidos previamente por GILLIS et al., (1990),
nos quais a capacidade de metabolizacdo de diversas fontes de carbono foi

avaliada em kites comerciais API.
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Tabela 6 - Avaliacdo qualitativa da expressao dos sintomas da doenca estria
mosqueada (EM) em folhas de cana-de-acucar, estria vermelha (EV)
em folhas de sorgo e milho e estrias brancas (EB) em folhas de capim

elefante aos 7 dias apds a inoculacao.

Estirpe Saccharum spp. P. purpureum S. bicolor Z. mays
SP 70-1143 B-4362
H.rubrisubalbicans

M4 + + +
M1 + + +
M5 nd’ nd + +
M6 nd nd + +
175 + + +
198 nd nd
H. seropedicae
267 +
Z78 nd
Controle

' ndo deterrninado

Entretanto, quando tais fontes de carbono foram testadas contra um
namero maior de estirpes de cada espécie, raminose e mio-inositol foram
descartadas, jA que apenas 54% e 57% das estirpes de H. seropedicae,
respectivamente utilizaram esta fonte (tabela 8). Desse modo, apenas meso-
eritritol e N-acetilglucosamina apresentaram resultados consistentes e foram
selecionados como parametros diferenciadores ao nivel de espécie (tabela 8).
Com base nestes resultados, classificamos como Herbaspirillum seropedicae
estirpes capazes de utilizar N-acetilglucosamina e ndo meso-eritritol como fonte
unica de carbono. De modo contrario, definimos como H. rubrisubalbicans aquelas
gue usam meso-eritritol e ndo N-acetilglucosamina.

As células de H. seropedicae estirpes (267, 278, HRC54, HRCS80,
HCC100, isoll e M2) e H. rubrisubalbicans estirpes (M4, MIl, HRC51 e HCC103)
foram avaliadas ao microscopio eletrénico de transmissdo apos contrastacao
positiva com acetato de uranila quanto a presenca, nimero e posi¢cao de flagelos.

Em H. seropedicae, diversos padroes de flagelacdo foram observados, mesmo
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dentro de uma mesma estirpe, caracterizado por 1 a 3 flagelos inseridos em 1 ou 2
pélos em insercao polar (figuras 4A, 4B, 4C e 4D). Em contraste, estirpes de H.
rubrisubalbicans apresentaram 1 a 5 flagelos inseridos em um UGnico pélo (figuras
4E e 4F), também com variacfes dentro de cada estirpe, como por exemplo a

estirpe HCC103, onde foram observados 1, 2 ou 4 flagelos inseridos em um pélo.

Tabela 7 - Avaliacdo do crescimento de quatro estirpes padrdo de Herbaspirillum
spp. sob diferentes fontes de carbono, em meio semi-sélido com e sem

nitrogénio. (as avaliagbes constam de trés repeticdes).

H. seropedicae H. rubrisubalbicans @
Fontes de carbono N+®! N8 N+ N-
Acido malico +9 + + +
Acido citrico + + + +
Acido aconitico + + + +
Acido aspartico ?‘-1) + + +

Acido glicolico
Acido glutarico
Acido maleico
Glucose
Arabinose
Glicerol
Manitol
Xilose
Frutose
Manose
Resorcinol
Suberato
Acido sebaico
Raminose + +
Mio-inositol
N-acetilglucosamina + +
Meso-eritritol +
12 H. seropedicae estirpes 267t e 278;
, H. rubrisubalbicans estirpes M4t e IBSBF 175;
Meio semi-solido JNFb pH 6,0 suplementado com NH4+(N+) ou sob FBN (N-);
4 + crescimento positivo em meio semi-sélido, - crescimento negativo e nd ndo determinado.

3
a .
>
>

o

+ ++ + + +
+ + + + + 1

+ + + + + +
+ + + + +

> 5
o O
o Rl |
o o

+
+
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FIGURA 4

Figuras 4A-F: Fotomicrografias de microscopia eletrénica de transmisséo (FMET)
de diferentes estirpes de Herbaspirillum spp., apds contrastacdo com acetato de
uranila para visualizacdo de flagelos.

Figura 4A: H. seropedicae estirpe M2 apresentando 1 flagelo inserido em um
pdlo, barra = 0,09 pum.

Figura 48: H. seropedicae estirpe isol 1 apresentando 2 flagelos inserido em um
pélo, barra = 0,09 pm.

Figura 4C: H. seropedicae estirpe HCC100 apresentando 3 flagelos e 2 flagelos
inserido em dois pdlos opostos, barra = 0,4 um.

Figura 4D: H. seropedicae estirpe M2 apresentando 1 e 1 flagelo inserido em
pélos opostos, barra = 0,4 pm.

Figura 4E: H. rubrisubalbicans HCC103 apresentando 1 flagelo inserido em um
pélo, barra = 0,15 pm.

Figura 4F: H. rubrisubalbicans M4 apresentando 4 flagelos inserido em um pdlo,
barra = 0,04 ym.
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Tabela 8- Avaliacao do crescimento de estirpes de Herbaspirillum spp. sob quatro
fontes de carbono selecionadas previamente como contrastantes (0s
valores representam a percentagem de estirpes que utilizaram a fonte

de carbono em relagao ao total testado).

Fontes de carbono H. seropedicae H. rubrisubalbicans
(n=20)' (n=11)
Raminose 54% 0%
Mio-inositol 57% 0%
Meso-eritritol’ 0% 100%
N-acetilglucosamina 100% 0%

1 namero de estirpes testadas

2 meio suplementado com NHg4*

TESTES MOLECULARES

Sondas de oligonucleotideos especificas para H. seropedicae (HS) e
para H. rubrisubalbicans (HR), construidas a partir do sequenciamento parcial da
sub-unidade ribossomica 23S rRNA na Alemanha, foram testadas em ensaios de
hibridizacdo em membrana de nylon utilizando 30 estirpes de Herbaspirillum spp.
previamente agrupadas por homologia de DNA ou uso de fontes de carbono
selecionadas como espécie-discriminatorias. A especificidade das sondas para
Herbaspirillum foi previamente avaliada pela Dr. Gudrun Kirchhof (GSF Institute-
Munique-Alemanha) utilizando o rRNA de 111 estirpes bacterianas distribuidas
em 22 géneros e 46 espécies (dados ndo mostrados). Na tabela 9 podemos
observar os resultados da utilizacdao das sondas de nucleotideos HS e HR,
comparados aos resultados de assimilagio de meso-eritritol e N-
acetilglucosamina. Obsevou-se uma concordancia perfeita entre os dois métodos
de diferenciacéo ao nivel de espécie, de sorte que a sonda para H. seropedicae
(HS) identificou todas as estirpes que utilizaram N-acetilglucosamina como H.

seropedicae, enquanto que a sonda para H. rubrisubalbicans (HR) identificou
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todas as estirpes que utilizaram meso-eritritol como H. rubrisubalbicans,
credenciando ambos testes como ferramentas para identificacdo de novos

isolados.

Tabela 9- Uso das fontes de carbono meso-eritritol e N-acetilglucosamina e
hibridizacdo com as sondas de oligonucleotideos HS (H. seropedicae)
e HR (H. rubrisubalbicans) por estirpes de Herbaspirillum.

Estirpe Fonte de Carbono. Hibridizagdo com
sonda
Meso ' N-acetil * HR HS

H. seropedicae
Z67T

Z78 -
7152 -
HRC50 -
HRC54 -
HCC100 -
HCC102 -
HCC105 -
HPD5 -
HRL brach. -
HRL digt. -
HRL gord. -
Sorgo RE(3) -
HRC80 -
Isoll -
SR gord. -
HCC101 -
M2 -
H. rubrisubalbicans
M4’

HRC51

HCC103

HPD1

M1

M5

M6

IBSBF175

IBSBF198

B-4362

+ 4+ + + 4+ + + + + 4+ + + + o+ + + + +
+ 4+ + + 4+ + + + + 4+ + + + + + + + +

T+ 4+ + + + + + + 4+
]

+ + + 4+ + o+ o+ ++ o+
]

1 - . A : ; o
Meso-eritritol em meio com aménio; 2 N-acetilglucosamina em meio isento de N



55

Alguns isolados de Herbaspirillum spp. foram ainda caracterizados por
meio de PCR utilizando como sequéncia iniciadora uma sonda de
oligonucleotideos complementar a sequéncias longas repetidas derivadas de
mamiferos (LINEs), um método de tipagem do DNA similar ao REP-PCR
(VERSALOVIC et al.,1991). Como podemos observar na figura 5A, um padrdo de
amplificacdo com muitas bandas foi obtido, gerando um polimorfismo de bandas
complexo. Porém, a despeito desta complexidade, foi possivel observar a
existéncia de um perfil caracteristico para os isolados de H. seropedicae testados
(HRL brach, HRL gord, 267, HCC100, HCC101 , isoll, Z78 e HRC54), com pelo
menos 8 bandas conservadas. Este padrao foi facilmente distinguido daquele
produzido pelas estirpes de H. rubrisubalbicans (M4, HCC103, 64362, M6,
HRC51, M1 e IBSBF 175). Dentre os isolados de H. rubrisubalbicans verificou-se
também um padrdo de polimorfismo caracteristico com pelo menos 5 bandas
conservadas, exceto para estirpe M4, cujo padrao de amplificacdo apresentou
problemas em fungcédo da presengca menor quantidade de DNA alvo no meio de
reacdo em relacdo as outras estirpes testadas, o que pode afetar os resultados
obtidos (VERSALOVIC et al., 1994). Apenas pela inspe¢do visual do gel corado
com brometo de etidio, podemos perceber que este método de avaliagcdo do
genoma gera perfis estirpe especificos, porém através de avaliagdo dos padrbes
de amplificagdo assistida pelo computador poderiamos obter uma estimativa
relativa do grau de similaridade entre os isolados. Na figura 5B, além das estirpes
ja testadas, foram incluidas outras onze estirpes e avaliadas quanto ao padrao de
amplificacdo. Dentre as estirpes de H. seropedicae testadas, HRC 80, Isoll,
HCCIOI e SRgord geraram um polimorfismo idéntico, enquanto que 0s outros
sete isolados incluidos no teste geraram padrfes bastante distintos. Estes
isolados foram classificados como H. seropedicae baseado em testes
morfoldgicos e bioquimicos, devendo ser realizado uma caracterizagdo molecular
para validar ou ndo este método de PCR para distincdo das espécies de

Herbaspirillum.
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Figura 5 - Fotografia de gel de agarose mostrando o padréo de amplificacdo do
DNA de 24 isolados de Herbaspirillum. As bandas geradas como produto da
reacdo de PCR utilizando uma sequéncia repetida como “primer” coradas com
brometo de etidio. Sequéncia do gel:

(A): 1) HRLbrach; 2) Z67; 3) HCC100; 4) Z78; 5) HRC54; 6) M4; 7) HCC103: 8) B-
4362; 9) M6; 10) HRC51; 11) MI; 12) 175; 13) A. diazotrophicus PR2; 14) PM.

(B): 1) Marcador molecular (PM); 2) HRC80; 3) Z67; 4) HRC54,; 5) 278; 6) isoll; 7)
HCC101: 8) HCC100; 9) SRgord; 10) HRC80: 11) HRGO5; 12) HPDO5: 13)Hawai;
14) PM; 15) Sorgo RES5; 16) isol8; 17) HRMO1; 18) isol9; 19) isol6; 20) M4; 21)
HRC51; 22) M6; 23) B-4362; 24) HCC103; 25) 175; 26) M1; 27) PM.
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Sequéncias repetidas estdo presentes no genoma de procariontes e
eucariontes, interespacando genes. Muitas destas regides dispersas no genoma
tem sido sequenciadas e utilizadas como sitios de ligacdo para geracdo de
polimorfismo gendémico, como é o caso das sequéncias ERIC (HULTON et
al., 1991) e REP (VERSALOVIC et al., 1991). Embora estes elementos repetidos
sejam originalmente descritos em bactérias entéricas Gram negativas (Escherichia
coli e Salmonella typhimurium), sdo conservados em muitas bactérias
(VERSALOVIC et al., 1991, DE BRUIJN et al., 1992) e podem ser aplicados em
ensaios de PCR, para uma gama de microrganismos. De acordo com
VERSALOVIC et al., (1994), ERIC e rep-PCR sdo métodos com discriminagao ao
nivel de estirpe, jA que as sequéncias repetidas podem variar em nimero e com
relacdo a distancia entre as mesma no genoma, gerando fragmentos de DNA
varidveis em numero e tamanho. No presente estudo, o DNA de 15 isolados de
Herbaspirillum foi utilizado para geracdo de polimorfismo por meio do ERIC-PCR,
onde verificou-se como citado por VERSALOVIC et al., (1994) a geracéo de perfis
caracteristicos para cada estirpe. Entretanto, a geracdo de padrdes bem
caracteristicos entre isolados pertencentes a H. seropedicae ou H.
rubrisubalbicans, sugerem que tal método poderia ser utilizado na discriminagéo
das espécies de Herbaspirillum, embora um maior nUmero de isolados de estirpes

deva ser testado.

TESTES IMUNOLOGICOS

Na tabela 10 sdo apresentados os resultados obtidos pelo uso dos
anticorpos policlonais SORO HRC54 (produzido contra H. seropedicae estirpe
HRC54) e SORO HCC103 (produzido contra H. rubrisubalbicans estirpe HCC103)
para identificacdo de estirpes de Herbaspirillum de posicdo taxonémica ja definida
ao nivel de espécie. Como podemos perceber, os soros produzidos contra as
estirpes HRC54 e HCC103 foram espécie especificos. Tais resultados estimulam

a utilizacdo destes soros em método ELISA, como ferramenta taxonémica para
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definicdo de espécies dentro do género Herbaspirillum. Porém, ressalta-se que a
estirpe HPD1, um isolado de raizes lavadas de Digitaria insularis classificada
como H. rubrisuba/bicans de acordo com BALDANI et al., (1996) nédo foi
reconhecida pelo SORO HCC103, sendo parcialmente reconhecida pelo SORO
HRC54. Outro problema de deteccdo envolveu a estirpes M1 e M5 de H.
rubrisubalbicans (isoladas de folhas de cana-de-acucar), que foram fracamente

reconhecidas pelo soro especifico.

Tabela 10 - Uso dos anticorpos policlonais produzidos contra H. seropedicae
HRC54 (SORO HRC54) e contra H. rubtisubalbicans HCC103
(SORO HCC103) (os dados foram obtidos baseados em 3

repeticdes).
ESTIRPE SORO HRC 54 SORO HCC103
+1 _2

. seropedicae Z67

. seropedicae Z78
seropedicae Z176

. seropedicae HRC 52

. seropedicae HRC 54

. seropedicae HRC 55

. seropedicae HRC 80

. seropedicae HCC 100

. seropedicae HCC 102

. seropedicae SR gord (3)
seropedicae RL gord (3)
. seropedicae RL digit. (3)
seropedicae SR digit.(3)
seropedicae ISOL1

. rubrisubalbicans M4 -
rubrisubalbicans 84362 -
. rubrisubalbicans HCC103 -
. rubrisubalbicans HRC51 -
. rubrisubalbicans IBSBF175 -
. rubrisubalbicans HPD1 +- 3 -
. rubrisubalbicans M5 - +/-
. rubrisubalbicans M1 - +/-
"+" significa reacdo positiva.

“" significa reacao negativa.

“+/-" significa reacao fraca, porém positiva.

+ 4+ + + + + + + + + + + +

ITIIIIIIIIIIIIIIIIIIICI
+ + + + 4+

[FCIN RN
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A utilizacédo de anticorpos policlonais em taxonomia bacteriana deve ser
avaliada com critério, pois embora o método ELISA seja bastante rapido, facil e
permita analise de um grande numero de amostras, a reprodutibilidade dos
resultados é fortemente dependente da padronizacdo de todas as etapas do
método, bem como funcdo do lote de antisoro utilizado. Um lote de soro
identificado como ideal para ensaios de classificacdo de bactérias, deve ser
preservado apenas para tal fim. A utilizagdo de um novo lote (por exemplo: nova
coleta) implica em retestes e definicdo de novas condi¢cdes de ensaio. Os
antisoros produzidos se prestaram para classificacdo de isolados ao nivel de
género Herbaspirillum, uma vez que a reacao cruzada para outros géneros foi
consideravelmente baixa tendendo a nula (ver resultados do capitulo 3) e na
grande maioria dos casos diferenciou isolados entre as espécies de H.
seropedicae e H. rubrisubalbicans. Neste ultimo caso seria sempre interessante
confrontar os resultados obtidos com os testes de diferenciacdo de fontes de
carbono e posteriomente com ferramentas de biologia molecular (BALDANI et al.,
1996).
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CONCLUSOES

1. A proximidade genética entre H. seropedicae e H. rubrisubalbicans foi
confirmada pela semelhanca entre as estirpes testadas em diferentes ensaios

fenotipicos;

2. Isolados que utilizam N-acetilglucosamina como fonte de carbono e néo
utilizam meso-eritritol, possuem temperatura 6tima de crescimento de 34 °C
apresentam de 1 a 3 flagelos inseridos em 1 ou 2 polos e ndo induzem sintomas
da doenca estria mosqueada em cana-de-acgUcar var. B-4362 ap0s a inoculacéo
artificial foram identificados como pertencentes a espécie Herbaspirillum

seropedicae;

3. Isolados que utilizam meso-eritritol na presenca de aménio e ndo N-
acetilglucosamina como fonte de carbono, possuem temperatura 6Otima de
crescimento de 30 °C, apresentam de 1 a 5 flagelos inseridos em 1 polo e
induzem sintomas da doenca estria mosqueada em cana-de-acucar var. B-4362
ap6s a inoculacéo artificial, foram identificados como pertencentes a espécie

Herbaspirillum  rubrisubalbicans;
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4. Sondas de oligonucleotideos espécie-especificas obtidas a partir da sub-
unidade 23S do RNA ribossébmico e testadas em ensaio de hibridizacdo em

membrana de nylon, foram utilizadas com sucesso na discriminacdo de um

grande numero de isolados de Herbaspirillum ao nivel de espécie;

5. Anticorpos policlonais produzidos contra H. seropedicae e H. rubrisubalbicans
testados em ensaios imunoenzimaticos de ELISA e analise do padrdo de
amplificacdo gerado por REP-PCR se constituem em ferramentas auxiliares na

discriminacdo de isolados de Herbaspirillum ao nivel de espécie.
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CAPITULO 2

SOBREVIVENCIA, CRESCIMENTO, DISSEMINACAO E DISTRIBUICAO
DE Herbaspirillum spp. NO SISTEMA SOLO-PLANTA
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RESUMO

Herbaspirillum seropedicae foi originalmente isolado de arroz, milho e
sorgo. Apos sua descricdo, poucos estudos foram publicados sobre
Herbaspirillum, e muito pouco se conhecia de sua ecologia. No presente estudo,
foi demonstrada a ocorréncia natural de H. seropedicae em raizes, colmos e
folhas da planta, predominantemente espécies da familia das gramineas. Em
contrastre, H. rubrisubalbicans se mostrou mais restrito quanto ao espectro de
hospedeiros, ocorrendo apenas em cana-de-acUcar. Amostras de plantas
daninhas das familias Leguminosae, Molluginaceae, Sterculiaceae, Cyperaceae,
Portulacaceae, Compositae e Curcubitaceae, foram todas negativas para a
presenca de Herbaspirillum spp. Também nédo foi possivel isolar Herbaspirillum
spp. de amostras de solo ndo vegetado das areas de ocorréncia positiva da

bactéria. A baixa capacidade de Herbaspirillum spp. sobreviver no solo foi

demonstrada pela inoculagdo de 108 células. g-1 de solo, com a populacédo
bactéria atingindo niveis ndo detectaveis entre 3 e 4 semanas. Porém, quando
sorgo foi plantado imediatamente depois da inoculacdo da bactéria no solo, os
nameros de Herbaspirilum no solo da rizosfera declinaram dentro de 4 e 5

semanas, € 0Ss humeros nas raizes lavadas e esterilizadas permaneceram em

torno de 104 células. g-1 raiz durante as 9 semanas do experimento. Fato
interessante resultou do reisolamento de Herbaspirillum spp. do solo da rizosfera

e raizes de sorgo, apos a introducédo de sementes esterilizadas em solo mantido



sem planta por até 77 dias ap0s a inoculagcdo. Em estudos de avaliacdo da
sobrevivéncia de Herbaspirillum spp. no interior de plantas micropropagadas de
cana-de-aclcar. observou-se niimeros em torno de 10* a 10° células. g™ de raizes
aos 106 d.a.i. e nimeros ao redor de 1 0% a 10° células .g "' de parte aérea aos 136
d.a.i.. Neste experimento observou-se ainda um efeito positivo e significativo (p =
0,0037) da inoculacdo com Herbaspirillum spp. no incremento de matéria seca da
parte aérea comparada ao controle ndo inoculado aos 24 d.a.i.,, bem como um
efeito negativo e significativo (p = 0,05%) da aplicacdo de nitrogénio na
acumulacdo de matéria seca das raizes e da parte aérea das plantas aos 12 e 24
d.a.i.,, 0 que ja ndo ocorreu a partir dos 64 d.a.i., quando o tratamento nitrogenado
passou a ser superior aos demais. Baseado nas caracteristicas ecoldgicas de
Herbaspirillum spp., isto € ocorréncia natural no interior de raizes, colmos e folhas
de plantas aparentemente sadias, auséncia ou ndo deteccdo em solo ndo
vegetado, associado a sua baixa persisténcia no solo, contrastada com o
aumento de sua longevidade na presenca da planta hospedeira e baseado na
definicdo de enddfitos, podemos sugerir que se estabeleca uma interacdo do tipo

endofitica entre Herbaspirillum spp. e plantas da familia das gramineas.
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ABSTRACT

Herbaspirillum seropedicae was originally isolated in Brazil from
rhizosphere soil, washed roots and sterilized roots of maize, sorghum and rice.
Since the first description of Herbaspirillum, few data have been published on this
diazotroph, and less on its ecology. In the present study we found that
Herbaspirillum seropedicae has been isolated from roots, stems and leaves of a
large number of samples of more than 10 different species of the Gramineae
family, but only exceptionally from other plants. H. rubrisubalbicans occurs in
roots, stems and leaves of sugarcane and seems to be restricted to this crop.
Inoculation of strains from both species into soil in high numbers resulted in a
rapid decline in their numbers. After 3 to 4 weeks the population of Herbaspirillum
spp. in soil decreased below detection limits (less than 100 cels. g"). When
sorghum was sown in soil inoculated with both Herbaspirillum spp. the bacteria
were detected for a much longer period in roots (64 days after inoculation) in
numbers around 10* cells per g of fresh weight root. When sorghum was planted
in this soil, 8 weeks after no detection of the bacteria in the soil, the bacteria
reappeared and multiplied within the plant tissues. In addition, an experiment in
controlled conditions was carried out to evaluate the survival of Herbaspirillum
spp. in micropropagated sugarcane plants. All the Herbaspirillum strains were
mantained stable in the sugarcane roots in humbers around 10° to 10°%cells perg
of root, 106 days after inoculation. In contrast, a wide range of the population

numbers of Herbaspirillum spp. in the aerial part of sugarcane was observed, with
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numbers around 1 0° to 10° at the end of the experiment (136 d.a.i.). In the same
experiment, Herbaspirillum spp. inoculation caused a significant positive increase
of the fresh weight of aerial parts in comparison to uninoculated controls at 24
d.a.i., while nitrogen caused a deleterious effect on roots and aerial parts at 12
and 24 d.a.i. The ecological characteristics of Herbaspirillum spp. such as its
natural occurrence inside the plant without any apparent pathogenic effect,
unsucessful isolation from uncropped soils, low persistance after soil inoculation in
contrast with the highest persistance inside the plant tissue suggest an endophytic

behaviour of Herbaspirillum spp. in association with gramineous plants.
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REVISAO DE LITERATURA

Herbaspirillum seropedicae foi descrito por BALDANI et al., (1986) como

um novo género de bactéria fixadora de N, associada as raizes de cereais. Apds

sua caracterizacdo, poucos estudos pertinentes a significancia ecoldgica ou grau
de associacdo com a planta foram realizados. Baseado em sua capacidade de
crescer em meio NFb semi-sélido e associar-se as raizes de gramineas,
inicialmente foi postulado que H. seropedicae possuia nicha ecolégico
semelhante a Azospirillum (BALDANI et al., 1984). A proposi¢éo para a inclusao do
fitopatogeno foliar “Pseudomonas” rubrisubalbicans no género Herbaspirillum
(GILLIS et al., 1990) e a confirmagao de sua capacidade de fixar nitrogénio
atmosférico (PIMENTEL et al., 1991) motivaram o aprofundamento dos estudos
ecoldgicos envolvendo ambas espécies deste género. Nos primeiros estudos,
conduzidos por BALDANI et al. (1992) e OLIVARES et al. (1993b), a auséncia de
Herbaspirillum spp. em solo ndo vegetado, a baixa frequéncia de isolamento no
solo da rizosfera, bem como a presenca de Herbaspirillum, ndo s6 em raizes
como também no interior de colmos e folhas de gramineas, constituiram-se em
caracteristicas ecoldgicas distintivas entre Herbaspirillum e Azospitillum.
Paralelamente, PIMENTEL et al. (1991) avaliaram a patogenicidade desses
microrganismos, concluindo que estirpes virulentas de H. rubrisubalbicans
incluindo a estirpe padrdo, quando inoculadas artificialmente em variedades de

cana-de-agucar comercialmente utilizadas no Brasil, ndo induziram sintomas da
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doenca estria mosqueada. Esta enfermidade € relatada como de pouca
importancia econémica e segundo EDGERTON (1955), seu agente causal esta
disseminado por todas as regides canavieiras do mundo. No Brasil, existe um
anico relato da presenca dessa doenca, incidindo sobre a variedade de cana-de-
acUcar B-4362, em Pernambuco (TOKESHI et al.,1980). A ocorréncia natural de
Herbaspirillum no interior da planta hospedeira aparentemente sadia, bem como
sua associac¢ao preferencial com gramineas como inicialmente demonstrado por
BALDANI et al. (1992) ou mesmo por ROBBS et al. (1981), que enquadraram "P".
rubtisubalbicans no grupo de “Pseudomonas graminicolas”, em funcdo de seu
espectro de hospedeiros, levaram a formulagéo de uma hipotese de trabalho para
direcionar o0os estudos ecologicos: “Herbaspirillum  seropedicae e
H. rubrisubalbicans sdo bactérias fixadoras de nitrogénio que desenvolveram
mecanismos para habitar o interior dos tecidos de plantas de cana-de-acUcar e
outras plantas da familia das gramineas, estabelecendo uma interacao

endofitica”.

EVOLU(;AO DO CONCEITO DE MICRORGANISMOS ENDOFITICOS
O termo enddfito foi primeiramente definido por BARY (1866) citado
por STONE (1986) referindo-se a flora micética que habita o interior dos tecidos
de plantas. CARROLL (1986) restringiu a definicdo anterior, considerando
fungos endofitos apenas os colonizadores assintomaticos, ou seja aqueles que
ndo causam danos nem beneficios, excluindo desse modo fungos
fitopatogénicos e fungos simbidticos tais como os fungos micorrizicos
arbusculares. PETRINI (1991) propés uma definicAo mais geral, que inclui todos
microrganismos que habitando a superficie da planta, fossem capazes de
colonizar, pelo menos por algum periodo de seu ciclo de vida, os tecidos
internos da planta, sem causar dano aparente ao hospedeiro. Esta definicéo,
inclui microrganismos endofiticos que possuem uma fase epifita, e também

microrganismos patogénicos latentes, que podem viver sem incitar sintomas no
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seu hospedeiro por algum periodo em sua vida. Tratando especificamente de
bactérias, KADO, (1992) definiu bactérias endofiticas como aquelas que
habitam os tecidos das plantas sem causar danos ou receber beneficios, que

ndo residéncia na planta. Ainda de acordo com KADO (1992), bactérias
endofiticas podem passar a ser consideradas como endosimbiontes, uma vez
gue seja demonstrada a capacidade da bactéria em contribuir para o
crescimento da planta hospedeira e em retorno, a bactéria adquira certos
beneficios no nicho planta, ou seja, a endosimbiose € uma interagdo endofitica
na qual o microrganismo esta ativo no fornecimento de nutrientes ao
hospedeiro, estabelecendo-se um fluxo bidirecional entre os simbiontes (KADO,
1992; QUISPEL, 1992). Neste caso o papel da bactéria no interior da planta é
bem conhecido e estruturas simbioéticas tipicas séo visiveis. Microrganismos

classificados como endosimbiontes diferenciam-se de enddfitos pelos beneficios
mutuos da associagdo, no entanto as etapas que antecedem o estabelecimento

dessa interface de troca podem ser definidas como uma interagdo endofitica.
Desse modo fica claro perceber que todo endosimbionte € um endoéfito, mas
nem todo endofito é um endosimbionte. Evolucionariamente falando, endofitos
podem tornar-se endosimbiontes através de mecanismos de coevolugdo, o valor
de uma associacéo interespecifica ou simbiose, pode ser medido por quanto ela
aumenta ou diminui a probabilidade de sobrevivéncia dos associados ou
simbiontes. Este valor varia com a constituicdo genética, com ajustes ecoldgicos
e outras condi¢es. Desse modo, simbiontes podem beneficiar-se, ser danosos
ou nao afetar a associacao. Neste sentido, as associacdes simbibticas podem

ser divididas em trés sub-categorias, simbiontes mutualisticas (endosimbiontes),

simbiontes comensais (endoéfitos) e simbiontes parasitas (patégenos).

OCORRENCIA DE BACTERIAS ENDOFITICAS.

Bactérias endofiticas tem sido reconhecidas por mais de 50 anos
(SCHANDERL, 1940; SANFORD, 1948; TERVET & HOLLIS, 1948). Muitos
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autores, ja naquela época, combatiam os conceitos rigidos de que plantas sadias,
sdo plantas isentas de microrganismos dentro de seus tecidos. Um dos trabalhos
pioneiros no estudo da localizacdo de bactérias endofiticas foi realizado por
COLOMBO (1978) que relatou a ocorréncia de bactérias endofiticas no interior
de vacuolos, proximos aos cloroplastos, presentes em talo de algas, entre os
sifbes e dentro dos filamentos cenociticos, sugerindo ainda a existéncia de um
equilibrio fisiologico entre a bactéria e o hospedeiro. Dentro das duas ultimas
décadas, intensificaram-se os relatos demonstrando que plantas podem ser
colonizadas por bactérias, estabelecendo relacbes ndo necessariamente
parasitarias. SAMICH et al. (1963) demonstraram que fruteiras e olericolas séo
hospedeiras de bactérias endofiticas. JACOBS et al. (1985) trabalhando com
técnicas de imunomarcacao com ferretina e utilizando microscopia eletrénica de
varredura, enumeraram, localizaram e caracterizaram bactérias endofiticas
associadas a raizes de beterraba (Beta vulgaris L.). Dentre os isolados mais
frequentemente encontrados estavam Bacillus subtilis, Erwinia herbicola,
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, Corynebacterium sp.,
Lactobacillus sp. e Xanthomonas sp., que se distribuiram nos tecidos da planta
ndo uniformemente. Grande numero de bactérias foi observada nas zonas de
emergéncia de raizes laterais, colonizando os vacuolos de células do parénquima
cortical e elementos do xilema. J& nos tecidos mais internos das raizes de
beterraba um nimero menor e maior estabilidade populacional bacteriana foi
observada, porém muitas das bactérias habitavam as células intracelularmente.
JACOBS et al., (1985) ainda discute que apesar de grande numero de bactérias
colonizar esta regido, ndo foram observados danos aparentes aos tecidos da
planta hospedeira. MISAGHI & DOMNDELINGER (1990) trabalhando com plantas
de algodoeiro crescidas em casa de vegetacdo e em condicbes de campo,
isolaram Erwinia sp., Bacillus spp., Clavibacter sp. e Xanthomonas sp. de raizes
esterilizadas superficialmente, caules e botdes florais. MCINROY & KLOEPPER

(1991) mostraram que a populacéo de bactérias endofiticas em colmos de milho



variou inicialmente de 1 x 10'° para 1 x 10° bactérias por grama de colmo, depois
de 10 semanas. FISHER et al. (1992), trabalhando também com a cultura do
milho, isolaram de amostras de colmo, Pseudomonas fluorescens, P. marginalis,
P. corrugata, Pseudomonas sp., Enterobacter agglomerans, Klebsiella terrigena,
Vibrio sp, e observaram uma maior densidade de bactérias em amostras de
colmos basais quando comparadas a amostras de colmo préximas do topo da

planta.

BACTERIAS ENDOFITICAS: PERSPECTIVAS DE USO NA AGRICULTURA

A despeito da grande quantidade de relatos de ocorréncia de
comunidades endofiticas em tecidos vegetais sadios, ainda muito pouco se
conhece sobre o papel da microflora endofitica nos tecidos da planta
hospedeira. A expansdo das pesquisas nesta area € em parte justificada pela
necessidade atual de busca de tecnologias alternativas para o incremento da
produtividade e protecdo vegetal, e em parte pela mudanca gradual de
mentalidade dos cientistas trabalhando em fitopatologia, de que plantas sadias,
seriam plantas isentas de microrganismo em seu interior. Hoje, € bem evidente
gue um grande numero de bactérias encontram-se cornumente associadas com
plantas. Estas incluem, ndo sé patdégenos, mas também bactérias que existem
como epifitas, ectosimbiontes, endofitos e endosimbiontes. Cada uma destas
classes de bactérias tem evoluiido para sobreviver melhor dentro ou sobre a
superficie da planta.

MISAGHI & DONNDELINGER (1990) especularam que bactérias
endofiticas desenvolveram, ao longo do periodo de coevolugdo com a planta
hospedeira, uma relacdo intima e podem influenciar a fisiologia da planta de
uma forma ndo elucidada. Alguns autores sugerem que a presenca dessa
microflora endofitica natural seria preponderante na regulacdo da populagcédo de
patdégenos. Qualquer estimulo externo que venha a reduzir ou eliminar essa

microflora endofitica, resultard no aumento da populacdo do patdgeno, e

80
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consequente aumento da possibilidade de doenca na planta (SAMISH et
al., 1963).

Uma linha muito promissora para aplicacado de bactérias endofiticas se
encerra no biocontrole de fitomoléstias. Nos ultimos anos resultados
encorajadores tem sido obtidos, principalmente no controle de fitopatégenos do
solo (WEI et al., 1991; BROOKS et al., 1994; CHEN et al., 1995). O fato das
bactérias endofiticas colonizarem o interior da planta, competindo pelos mesmos
sitios de colonizagcdo do patégeno, sem incitar sintomas aparentes, aliado ao
menor impacto de estresses ambientais no interior da planta quando comparada a
rizosfera e ao filoplano, torna a aplicacdo de endofitos como agentes de
biocontrole extremamente vantajosa. BROOKS et al. (1994) isolaram 889
bactérias endofiticas de mudas de carvalho (Quercus fusiformis) no Texas, e a
partir de ensaios "in vitro” selecionaram 183 estirpes antagbnicas ao agente
causal da murcha, Ceratocysfis fagacearum. Seis isolados incluindo espécies de
Pseudomonas e Bacillus foram avaliados em condi¢bes de campo, verificando-se
uma reducdo de até 50% de plantas doentes. Recentemente, CHEN et al. (1995)
avaliaram 170 isolados bacterianos oriundos dos tecidos internos de algodé&o
guanto ao potencial de uso no controle da murcha de fusarium do algodéao
(Fusarium oxysporum fsp. vasinfectum). Seis bactérias endofiticas selecionadas
reduziram significativamente a expressao de sintomas em casa de vegetacédo, as
quais foram identificadas como, Aureobacterium saperdae, Bacillus pumilus,
Phylobacterium rubiacearum, Pseudomonas putida (2) e Burkholderia
solanacearum.

Os mecanismos envolvidos no controle de fitopatbgenos por bactérias
endofiticas sdo aqueles amplamente conhecidos em programas de protecéo de
plantas utilizando rizobactérias promotoras do crescimento (RBPC). Entretanto,
no caso das RBPC, a atividade de biocontrole € baseada na reducdo do
crescimento saprofitico do patdégeno através da producdo de acido cianico,

antibidticos e sideroforos, dentre outros metabdlitos secundérios, de preferéncia
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proximo aos sitios de infec¢do do patégeno, atuando porém ao nivel de rizosfera
e rizoplano (AHL et al., 1986; HAYWARD, 1989; SCHIPPERS, 1992; LEMANCEAU
& ALABOUVETTE, 1993). Isto é diferente de bactérias endofiticas, onde a acéo
se processa no interior da planta.

Pesquisas mais recentes tem demonstrado que rizobactérias e
bactérias endofiticas podem também reduzir indiretamente o ataque do patégeno
pela inducdo de resisténcia ao patdgeno sistémica ou localizada (ALSTROM,
1991; VAN PEER et al.,1991; WEI et al., 1991; TUZUN & KLOEPPER, 1994;
LEMANCEAU & ALABOUVETTE, 1993). Geralmente, a inducdo de resisténcia
sistémica (IRS) em plantas € um mecanismo de defesa caracterizado pelo
aumento dos niveis de resisténcia apos a infeccdo com um fitopatégeno, tendo
sido demonstrado que a manifestacao do estado de resisténcia é dependente da
acumulacdo de um composto sinal, o &cido salicilico, que elicia a ativacdo de
genes envolvidos na sintese de proteinas PR (“pathogenesis-related proteins”).
Embora pouco estudado, pressupds-se que RBPC e fitopatogenos induziriam
resisténcia por mecanismos moleculares idénticos. Entretanto, HOTFFLAND et
al., (1995) trabalhando com plantas de rabanete com resisténcia induzida pelo
tratamento com P. fluorescens estirpe WCS417r contra Fusarium oxysporum nao
observaram acumulacdo de proteinas PR. Desse modo, incertezas foram
levantadas quanto a existéncia de uma via comum de inducdo de resisténcia
mediada por RBPC e bactérias fitopatogénicas. Recentemente, PIETERSE et
al. (1996) investigando as bases moleculares da resisténcia induzida pela
inoculacdo de plantas com rizobactérias nao fitopatogénicas, verificaram que a
resisténcia induzida, neste caso é independente da acumulacdo de 4&cido
salicilico e a expressao de proteinas PR. Neste estudo os autores trabalharam
com plantas de arabidopsis inoculadas com Pseudomas fluorescens como
indutor de resisténcia e os fitopatbgenos Fusarium oxysporium ssp. raphani e
Pseudomonas syringae, que resultou em reducdo significativa de sintomas na

planta hospedeira. Além do mais, plantas de arabidopsis incapazes de acumular
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acido salicilico (transgénicas) e selvagens, foram igualmente responsivas a IRS
por P. fluorescens, bem como nédo foi observado incremento da sintese de RNA
mensageiro responsavel pela transdugéo das PR proteinas. Disto concluiu-se que
as vias que levaram a inducdo de resisténcia sistémica em plantas inoculadas
com rizobactérias promotoras de crescimento diferiram daquelas classicas
induzidas por fitopatégenos.

E importante destacar que a distingdo entre rizobactérias e bactérias
endofiticas se baseia na barreira limitrofe estreita que € o rizoplano. Na pratica,
para Caracterizacdo do habitat predominante da bactéria, cada isolado deve ser
testado quanto sua capacidade de reconhecer e invadir determinada planta
hospedeira. VAN PEER et al. (1990) sugeriram o possivel envolvimento de
lipopolissacarideos (LPS) como determinantes na habilidade de pseudomonas
fluorescentes colonizarem o interior das raizes, ap6s compararem o padrdo de
LPS de diversos isolados de pseudomonas oriundos da superficie ou do interior
das raizes. DUIJFF, et al. (1997) comparando a colonizacao de raizes de tomate
por P. fluorescens estirpe WCS417r e sua mutante faltando a cadeia lateral O-
antigeno (OA-) da fragcdo de lipopolissacarideos (LPS), verificaram que a bactéria
selvagem colonizou o interior das raizes em maior numero e frequéncia, quando
comparada a estirpe mutante, sendo o numero na rizosfera semelhante.
Curiosamente, em trabalhos anteriores, VAN PEER & SCHIPPERS (1992) e
DUIJFF et al. (1996) demonstraram que esta estirpe WSC417r foi capaz de
induzir resisténcia sistémiea contra os agentes da murcha fusariana,
respectivamente de craveiro e tomateiro. No trabalho de DUIJFF, et al. (1997), foi
observado o espessamento da parede celular das células do cértex, em reacéo a
colonizacdo das células da epiderme e hipoderme e meatos celulares pela
bactéria, a qual pode estar relacionada com a inducdo de resisténcia. E
interessante ressaltar que, embora a estirpe selvagem e a mutante tenham
eliciado o espessamento localizado da parede celular, a estirpe mutante por

colonizar com menor numero e frequéncia o interior da raiz, consequentemente
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induziu o espessamento de parede em menor grau e frequéncia e eliciando uma
resisténcia sistémica mais fraca. Tomados juntos, estes resultados indicam o
envolvimento de terminac¢6es da fracdo LPS na colonizac&o endofitica de raizes
de tomate por P. fluorescens estirpe WCS417r, sugerindo ainda que o0 maior ou
menor grau de indugéo de resisténcia a murcha fusariana esta relacionada com a
extensdo da colonizacdo dos tecidos internos das raizes, ou seja, com a
capacidade de estabelecimento endofitico.

Além de atuarem como agentes no controle de fitopatégenos, bactérias
endofiticas podem influenciar positivamente no metabolismo da planta
hospedeira, promovendo o crescimento da planta através da producdo de
horménios e outros metabdlitos, ou no caso de bactérias diazotroficas nutrir a
planta com nitrogénio fixado. O exemplo mais marcante de contribuicdo para
nutricdo nitrogenada por uma bactéria endofitica vem da simbiose entre rizobio e
leguminosas. Entretanto, cabe ressaltar que, pela definicdo de KADO (1992) o
rizébio so6 seria considerado um enddfito no intervalo de tempo entre o processo
inicial de infeccdo na planta e o inicio da atividade da enzima nitrogenase. Uma
vez estabelecida a interface bidirecional de troca entre a planta e a bactéria,
rizobio por definicdo deixa de ser um endofito, sendo designado endosimbionte
(KADO, 1992; QUISPEL, 1988). Da mesma forma, com 0s avang¢os nos estudos
de inter-relacdo bactéria e planta, outras bactérias endofiticas podem ser
“promovidas” a endosimbiontes. Raciocinio analogo, pode ser aplicado a
bactérias consideradas endofiticas quando associadas a um genétipo da planta e
patogénicas quando a outro, ou mesmo no caso de infec¢cfes latentes, onde
patdgenos habitam endofiticamente a planta por longos periodos, s6 expressando
sintomas visiveis em fungcdo de estresses no hospedeiro. Estas possibilidades
vem a demonstrar o quao ténue € o limiar entre o que consideramos relacées
parasitarias, neutras e simbidticas como discutido por OLIVARES et al. (1997) e
JAMES et al. (1997).



A introducdo do termo enddfito na linha de pesquisa com bactérias
diazotréficas associativas foi proposto por DOBEREINER (1992). Nos Ultimos
anos, uma série de bactérias fixadoras de nitrogénio associadas a gramineas tem
sido descrita como tipicamente endofiticas, baseada principalmente na sua
ocorréncia natural no interior de raizes e na parte aérea de plantas, bem como na
baixa capacidade de sobrevivéncia no solo (REIS, 1991; BALDANI et al., 1992;
OLIVARES et al.,1993b; BALDANI, 1996). No entanto, a descricdo de novas
bactérias e os avancos continuos no conhecimento dos aspectos ecoldgicos,
anatémicos e fisioldgicos dessas interacdes endofiticas, tornou restritivo e falho o
conceito de enddéfito como uma bactéria que habita o interior da planta, mas nédo
sobrevive no solo. Basta citar o exemplo de algumas espécies do género
Azospirillum, que anteriormente caracterizadas como bactérias tipicamente
rizosféricas, e a despeito de sua boa sobrevivéncia no solo, tem sido encontradas
no interior de raizes e parte aérea de plantas, podendo portanto ser classificadas
também como endofiticas. Diante do exposto, a proposicdo de BALDANI et
al. (1996), dividindo as bactérias diazotroficas de acordo com o habitat
predominante em endofiticas obrigatorias, endofiticas facultativas e rizosféricas,
parece bastante oportuna. Porém, associadas a uma analise critica entre
pesquisadores na area, uma série de parametros devem ser investigados e
descritos para uma classificacdo mais precisa das bactérias quanto a seu habitat
predominante.

As altas contribuicBes da fixacdo biolégica de nitrogénio para alguns
genadtipos de cana-de-acucar estimadas pelos métodos de balanco de N total e
diluicdo isotépica de >N (LIMA et al., 1987; URQUIAGA et al., 1992) ndo poderiam
ser explicadas apenas pela atividade de bactérias diazotréficas associadas a
rizosfera das plantas, onde a alta competicdo com a microflora do solo por
exsudados radiculares, associada aos estresses inerentes do meio limitariam a
atividade diazotrofica. Nesse sentido, o interior da planta seria um habitat mais

estavel e protegido, onde atividades como biocontrole e induc&o de resisténcia a
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fitopatdgenos poderiam ser mais efetivas (discutidos acima) e haveria maior
possibilidade da bactéria influenciar no metabolismo e crescimento da planta,
tendo em vista o intimo contato entre as células da planta e da bactéria. Neste
contexto, tendo em vista a maior oferta de substrato, maior estabilidade
ambiental, associadas a pressuposi¢ao de existéncia de sitios de baixa pressdo
de oxigénio e concentracdo de nitrogénio, bem como a uma interface de troca
eficiente, constituiriam-se nas condicdes ideais para atividade fixacao biolégica
de nitrogénio por diazotréficos colonizando o interior das plantas. (DOBEREINER
et al., 1993).

A primeira bactéria diazotrofica caracterizada como endofitica foi
Acetobacter diazotrophicus. Esta foi isolada de cana-de-acUcar usando um meio
semi-sélido com caldo de cana (CAVALCANTE e DOBEREINER, 1988).
A. diazotrophicus é bem adaptada as condi¢cbes prevalecentes no interior das
raizes e colmos. A bactéria cresce melhor com 10% de sacarose no meio e pH na
faixa acida, excretando nestas condicoes, metade do nitrogénio fixado (COJHO et
al., 1992). Esta bactéria tem sido encontrada naturalmente dentro de raizes,
colmos e folhas de cana-de-acUcar em areas do Brasil, Uruguai, Austrélia e
México (LI e MACRAE, 1991; FUENTES-RAMIREZ et al., 1993), porém ndo tem
sido encontrada em outras plantas ou no solo (REIS et al., 1994), sobrevivendo
por menos de 1 semana apos sua introducdo em solo natural e esterilizado
(CARUSO & BALDANI, 1995). Mais recentemente, outras bactérias diazotréficas
tem sido caracterizadas como sendo predominantemente endofiticas tais como
Herbaspirillum seropedicae em associacdo com gramineas e H. rubrisubalbicans
especificamente com cana-de-acucar (OLIVARES et al., 1996), Azoarcus indigena
em associacdo com as raizes de “Kallar grass” (Leptochloa fusca), o qual invade
endofiticamente também plantas de arroz, colonizando a planta inteira
(REINHOLD-HUREK et al., 1993, HUREK et al., 1994), bem como Burkholdetia sp.,
a qual coloniza endofiticamente cana-de-acucar, mandioca e arroz (BALDANI et
al., 1996).
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Além das possibilidades de uso de enddfitos acima discutidas, tem se
tornado cada vez maior o interesse de cientistas na utilizacdo de bactérias
endofiticas no campo da biotecnologia vegetal, em aplicagbes que envolvem o
seu uso como vetor para transformacdes genéticas na planta (URATANI et
al., 1995) ou bactérias endofiticas transgénicas (TESTER, 1992). FAHEY (1988)
aborda diversas vantagens no uso de vetores endofiticos para controle de pragas
e doencas comparadas ao uso de pesticidas, destacando vantagens econémicas
como a questdo da inoculacdo Unica da bactéria, dosagens pequenas e poténcia
sustentada; vantagens ambientais como atividade contida ao interior da planta e a
dependéncia da planta para sobreviver, que limita a atividade do produto
excretado pelo enddfito ao interior da planta; e vantagens tecnolégicas como
desenvolvimento e comercializagdo do produto rapidas, ampla aplicabilidade em
variedades comerciais da cultura, bem como reduzido impacto na fisiologia da
planta hospedeira (comparado a transformacdes genéticas na planta que podem
reduzir substancialmente o rendimento da cultura) e por fim a necessidade de
repetidas ao agricultor no caso de culturas propagadas por semente. O primeiro
trabalho utilizando bactérias endofiticas transgénicas foi conduzido por FAHEY
(1988). Neste caso, o enddfito Clavibacter xily subsp. cynodontis foi modificado
geneticamente para a producdo da delta-endotoxina de Bacillus thuringiensis
visando o controle da broca do colmo do milho. Dentre desta linha de controle de
pragas, SKOT (1990) utilizou estirpes de Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli
transgénicas para a producdo da delta-endotoxina de B. thuringiensis oriunda do
gene Cry ///A (ativo contra Coleoptéros), para controle de Sitona spp., um
coleoptero, cujas larvas predam nédulos. A mesma estratégia foi adotada por
TEIXEIRA (1993) para controle de larvas de Cerotoma sp. em ndédulos de feijéo.
Recentemente, SALLES et al. ( 1995) obtiveram transconjugantes das bactérias
endofiticas Acetobacter diazotrophicus e Herbaspirillum seropedicae com a
capacidade de produzir constitutivamente a endotoxina de B. thuringiensis

visando o controle de pragas da cana-de-acUcar.
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OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo investigar aspectos da biologia
de Herbaspirillum seropedicae e H. rubrisubalbicans no meio natural, tais como a
sobrevivéncia no solo e na planta, o crescimento, a disseminagdo e a distribuicdo

ecoldgica.
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MATERIAL E METODOS

EXPERIMENTO 1 - OCORRENCIA NATURAL DE Herbaspirillum seropedicae E
H. rubrisubalbicans NO SOLO E EM PLANTAS.

ISOLAMENTO E IDENTIFICAQAO DAS BACTERIAS:

O meio utilizado para isolamento e contagem de Herbaspirillum spp. foi
o meio JNFb semi-sélido pH 5,8 isento de nitrogénio, segundo procedimento
descrito por BALDANI et al. (1992) e OLIVARES et al. (1996). A bactéria foi
reconhecida por sua morfologia em bastbes curvos pequenos ao microscopio
otico de contraste de fase, formacgéo de colénias pequenas, bordo liso, com centro
azul em placas de NFb malato com 3 vezes a concentracédo de azul de bromotimol
(OLIVARES et al.,, 1996) e sua capacidade de crescer formando uma pelicula

aerotaxica em meio JNFb semi-sélido isento de N.

PLANTAS:

O material vegetal utilizado nos estudos de ocorréncia foi obtido na
grande maioria das vezes de areas continuamente cultivados com gramineas,
localizado no campo experimental do CNPAB (areas 1 e 2, Tabela 1). O material
de planta foi abundantemente lavado em agua corrente e separado em raizes,
colmos e folhas. A seguir, 10 g de cada parte foi triturada, diluida até 10°e

inoculada em frascos de vidro contendo meio JNFb semi-sélido (BALDANI et



al., 1992). As avaliagcbes dos crescimentos ocorreram 5 a 7 dias apos a
inoculacdo. Foram colhidas 5 plantas por espécie. Um segundo levantamento
teve como objetivo investigar a ocorréncia de Herbaspirillum spp. associado a
diversas variedades de cana-de-agclUcar oriundas de importantes regides
canavieiras do Brasil (areas 3, 4 e 5), seguindo a mesma metodologia adotada

acima.

TABELA 1- Histérico das éreas destinadas a coleta de amostra de plantas,

visando o isolamento de Herbaspirillum spp.

AREA 1 Area canavieira por 6 anos, recentemente queimada e
possuindo uma soqueira de cana com 80 d.a.g.
AREA 2 Area submetida a rotacdo de culturas por 13 anos

consectivos, cultivada com feijdo guandu (20 d.a.e.) em
sucessdao a cultura do milho.

AREA 3 Area do banco de germoplasma da Universidade
Federal de Vicosa (Vigcosa - Minas Gerais), plantado
com cana-de-agucar por 40 anos, primeira soca apos
renovacao do canavial (termoterapia e altas doses de

njtrogénio).

AREA 4 Regido plantada com cana por 13 anos consectivos,
Fazenda-Quissama, Campos-R.I.

AREA 5 Coopersucar (Piracicaba -SP) e Universidade Federal

de S&@o Carlos (Campus-Araras-SP)

A presenca natural de Herbaspirillum spp. em cana-de-acucar foi ainda
avaliada em plantulas oriundas de cultivo de meristemas (micropropagacéo),
mantidas sob condi¢cBes estéreis. Para tal 35 amostras de 4 variedades de cana-
de-acucar (SP 81-9025, RB 85-5065, RB 80-6043 e IAC 82-2045) gentilmente
cedidas pelo Dr. T.S.G. Lee (Universidade de S&o Carlos) e 33 amostras de 11
variedades de cana-de acucar (SP 70-1143, CB 45-3, NA 5679, CB 4776, B-4362
e SP 79-1011) cedidas pela COOPERSUCAR (Piracicaba-SP) foram processadas

de acordo com metodologia descrita acima.
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SOLO:

De todas as regides amostradas, foram colhidas amostras de solo dos
primeiros 10 cm superficiais. As amostras foram trazidas ao laboratério e
peneiradas em malha de 2 mm. A partir deste material tomou-se 10 gramas,
diluiu-se em 90 ml de solucao salina contendo 1/4 dos sais do meio NFb obtendo-
se diluicdes seriadas até 10, procedendo-se de maneira similar a descrita para

as plantas.

CARACTERIZACAO DOS ISOLADOS AO NIiVEL DE ESPECIE:
Os isolados de Herbaspirilum obtidos de diversas plantas foram
classificados ao nivel de espécie, baseado no uso das fontes de carbono meso-

eritritol e N-acetilglucosamina segundo proposto por OLIVARES et al. (1993a).

EXPERIMENTO 2- SOBREVIVENCIA DE Herbaspirillum NO SOLO.

BACTERIA

As bactérias utilizadas no ensaio foram crescidas em meio liquido
Caldo Nutriente suplementado com 10 g.I" de glicerol por um periodo de 36 horas
a 30°C. Posteriormente, a suspensao bacteriana foi centrifugada a 2000 g,
ressuspendida em solucdo salina e ajustadas para uma densidade otica
(D.0.=0,65), utilizando um colorimetro ausJena ajustado para A =610 nm. Foram
utilizadas, H. seropedicae estirpe Z67 e H. rubrisubalbicans estirpe M4, ambas

naturalmente resistentes a 30 ppm de acido nalidixico.

SOLO
Os solos utilizados no presente ensaio foram extraidos dos primeiros 20

cm de profundidade, seu histérico e andalise quimica sdo fornecidos a seguir:

9]
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TABELA 2 - Histérico dos solos utilizados no ensaio de sobrevivéncia. solo sob
cultiv o continuo com cana (Solo Cana), e solo podzolico vermelho

amarelo (Solo PVd).

SOLO ORIGEM E DESCRICAO

Solo 1-Pvd Campo experimental do CNPAB, Podzdlico Vermelho Amarelo
distréfico.

Solo 2-Cana Fazenda Quissama, Quissama-RJ, cultivado por 13 anos com
cana-de-acucar, classificado como Planossolo.

TABELA 3 - Analise Quimica dos solos utilizados no ensaio de sobrevivéncia.

SOLOS TEXTURA pH(H 20) Al Ca+Mg P K
meq/100g

Solo 1 - PVd média 49 0,5 1,7 24 51

Solo 2 - Cana arenosa 47 0,7 19 0,0 52

Os solos foram secos, peneirados em tamis de 2 mm e acondicionados

em copos plasticos contendo 10 g

INOCULACAO E AVALIACOES

Foi inoculado 1 ml da suspens ao bacteriana em 10 g de solo,
utilizando-se uma pipeta autom atica. O solo a partir do momento de inoculacéo foi
mantido a 60 % da capacidade de campo, sendo incubado a 30 °C. Os periodos
de amostragem constaram de: tempo zero (1 h apés a inoculacéo), 1, 3, 4, 5, 7,
10, 12, 14, 17, 19, 21 e 25 dias apos a inoculacdo. As amostragens foram feitas
através da coleta de um copinho por tratamento (10 g), diluicho em 90 ml de
solucdo salina (1/4 dos sais do meio NFb), seguido de agitagdo da suspensao
contendo o solo a 200 rpm por 30 minutos e posterior diluicdo seriada para
contagem. As contagens de bactérias no solo ocorreram 7 dias ap6s a inoculacéo
de 0,1 ml das diluices seriadas dos solos em meio JNFb semi-sélido (BALDANI
et al., 1992) com e sem acido nalidixico. O nimero mais provavel de bactérias

(NMP) foi estimado pela formacdo de pelicula tipica no meio JNFb usando a
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tabela de McCrady (POCHON & TARDIEUX, 1962). Os controles constaram de
solo ndo inoculado (solo testemunha), mantido dentro das mesmas condi¢cdes de
temperatura e umidade, além da inoculagdo de uma estirpe da Azospirillum
brasilense (109) resistente a 100 ppm de streptomicina. Os dados obtidos

sofreram transformacdo logaritmica para plotagem no gréfico.

EXPERIMENTO 3- SOBREVIVENCIA E CRESCIMENTO DE Herbaspirillum spp.
NA RIZOSFERA E NAS RAIZES DA PLANTA HOSPEDEIRA.

BACTERIAS

Foram utilizadas trés estirpes, H. seropedicae estirpe Z67, H.
rubrisubalbicans estirpe M4 e uma estirpe recentemente isolada de raizes
esterilizadas de sorgo (Hsorgo) como controle. As estirpes foram crescidas nas
mesmas condicbes que as descritas no experimento 2. Em seguida foram
centrifugadas a 1000 g por 20 minutos, ressuspendidas em solucao salina (114
sais do meio NFb) e ajustadas para uma densidade otica de 0,65 lidasa A =

610nm em um colorimetro Ausjena.

PLANTAS

Sementes de sorgo variedade BR 005 (Sorghum bicolor) secas ao sol por 48
horas, foram tratadas termicamente a 65 °C por um periodo de 2 horas visando
eliminar parte dos microrganismos superficialmente e internamente associados
aos tecidos da semente. Antes do plantio, as sementes foram lavadas duas vezes
em agua estéril por um periodo de 5 minutos, alcool etilico 70% por 30 segundos,
bicloreto de mercurio 1:500 por 1 minuto e trés vezes em agua estéril por 10
minutos. Duzentas sementes que sofreram o tratamento térmico e desinfestacao
quimica, foram avaliadas quanto a presenca de bactérias diazotréficas em meio
NFb semi-sdlido isento de nitrogénio (TARRAND et al., 1978) e a presenca de

microrganismos gerais em placas contendo meio.
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TRATAMENTOS, INOCULAGAO E AVALIACOES:

Potes plasticos contendo 300 gramas de solo PVd (composicao quimica
descrita no experimento 2) foram semeados com 5 sementes por pote e em
seguida foram inoculados 2 ml da suspenséao bacteriana por semente, totalizando
10 ml da suspenséo por pote. Apos a germinacao, foram deixadas 3 plantas por
pote. Os tratamentos constaram das estirpes inoculadas no solo na auséncia da
planta, solo mantido com planta desde o inicio da inoculacdo com as bactérias e
plantas introduzidas no solo apds a queda da populacéo bacteriana (apoés trés e
nove semanas). As avaliagcdes ocorreram aos 0, 7, 14, 21, 28, 56, 64, 90 e 101
dias apo6s a inoculacao e constaram da contagem das bactérias no solo, solo da
rizosfera e em raizes lavadas e esterilizadas, utilizando para tal, o0 meio JNFb
semi-sélido suplementado com 30 ppm de acido nalidixico e o0 método do NMP
como descrito no experimento 2. As bactérias foram extraidas por agitacdo do
solo com agua estéril por 30 minutos a 200 rpm. Paralelamente foram feitas
contagens de bactérias totais em raizes lavadas e esterilizadas em placas
contendo os meios batata-agar e JNFb sélidos com ou sem &cido nalidixico (30
ppm). Os controles constaram de solo e plantas nédo inoculados. Os resultados

apresentados representam média de trés repetigcdes.

EXPERIMENTO 4: SOBREVIVENCIA DE Herbaspirillum NO INTERIOR DA
PLANTA E RESPOSTA A INOCULACAO.

BACTERIA, PLANTA E MONTAGEM DO EXPERIMENTO:

O experimento foi conduzido em camara de crescimento com 7
tratamentos, 6 épocas de coleta (12, 24, 42, 64, 106 e 136 dias apos a
inoculacdo) e 3 repeticdes. Os tratamentos constaram de duas estirpes de
H.seropedicae (267 e HRC 54) duas estirpes de H. rubrisubalbicans (M4 e
HCC103), uma estirpe de H. seropedicae nao fixadora (M2), controle néo

inoculado e testemunha nitrogenada (equivalente a 160 kg N .ha™).Plantulas



micropropagadas de cana-de-acuUcar da variedade CB 45-3 obtidas de acordo
com HENDRE et al. (1983) e crescendo em frascos de vidro contendo meio MS
com 1/10 da forga idnica na fase de enraizamento, foram inoculadas com uma
suspensdo de 01 ml de aproximadamente 10°células bacterianas. ml'l, sendo
mantidas por sete dias em camara de cultivo, para assegurar a infeccdo da parte
aérea. Decorrido esse periodo, plantulas individuas foram cuidadosamente
transferidas para potes plasticos contendo 10 kg de uma mistura 2:1 de areia
lavada e vermiculita. As plantulas foram irrigadas diariamente com agua estéril e
fertilizadas semanalmente com 10 ml de solucdo de Hoaugland estéril sem
nitrogénio. O experimento foi conduzido em céamara de crescimento com
temperatura inicial de 22 + 2 °C e a partir da quarta semana a 30 °C com nivel de
radiacdo de 100 uE.s’.cm®’e um periodo luminoso de 12 horas.dia®’. O
delineamento experimental foi inteiramente ao acaso com trés repeticdes. A
testemunha nitrogenada recebeu o equivalente a 80 kg N.ha”, sete dias apds o
plantio e o restante (80 kg N.ha") aos 11 dias depois. Os parametros avaliados
constaram de enumeracao do numero de bactérias nas raizes e parte aérea apds
esterilizacdo superficial com Cloramina T por 3 minutos (Olivares et al., 1996
expresso em logaritmo do nimero de bactérias por grama de material da planta e

determinacéo do peso da matéria fresca de raizes e parte aérea expresso em mg.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1. OCORRENCIA DE Herbaspirillum seropedicae E H. rubrisubalbicans NO
SISTEMA SOLO-PLANTA:

Na tabela 4 encontram-se os resultados do levantamento conduzido nas
areas 1 e 2 Podemos observar que dentre as 12 espécies de planta amostradas,
Herbaspirillum spp. foi isolado apenas de 4, comparado com Azospirillum spp.,
presente em 9 das 12 testadas. Dentre as plantas positivas para Herbaspirillum, 3
sdo espécies pertencentes a familia das gramineas e ja relatadas como
hospedeiras (BALDANI et al., 1992). Porém, a espécie Cajanus cajan, pertencente
a familia das leguminosas, se constituiu no primeiro relato dessa bactéria
associada a outra planta que ndo graminea, ja que todos os hospedeiros naturais
relatados na literatura pertencem a familia das gramineas, seja enfocando o
carater diazotréfico ou fitopatogénico (BALDANI et al.,1992; HALE & WILKIE,
1972a,b; TOKESHI, 1980). E importante ressaltar que as amostras de raizes
lavadas positivas para Herbaspirillum spp. em C. cajan foram obtidas de uma
parcela anteriormente cultivada com milho, que hipoteticamente poderia elevar o
potencial de in6clo desse microrganismo no solo, além de permitir a

sobrevivéncia da bactéria em restos culturais.
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Tabela 4 - Isolamento e diluicdo méxima para Herbaspirillum em raizes e parte
aérea de diversas plantas invasoras presentes em duas areas

cultivadas com gramineas (amostra composta de 5 plantas).

Espécie vegetal Familia Herbaspirillum spp. Azospirillum spp.
RL! PAL? RL PAL

Area 1 - area cultivada com cana-de-aglcar por 6 anos

Cassia tora Leguminosae ni* ni ni ni
Mollugo verticilata Molluginaceae ni ni 102> ni
Waltheria indica Sterculiaceae ni ni ni ni
Emilia sanchifolia Compositae ni ni ni ni
Cyperus rotundus Cyperaceae ni ni 107 1072
Portulaca oleraceae Portulacaceae ni ni 107 ni
Echinola crusgalli Gramineae ni ni 107 ni
Saccharum hyb. Gramineae 10" 10" 102 107
Digitaria insularis Gramineae 107 ni ni ni
gramineas ndo identificadas (duas) 10° ni i ni

Area 2 - Monocultivo de milho por 13 anos

Cajanus cajan** Leguminosae 107 ni 10% ni
Bidens pilosa Compositae ni ni 10 ni
Panicum maximum  Gramineae 10 ni 107 ni
Zea mays Gramineae 10* ni 107 ni

"RL = Raiz lavada, ?PAL = Parte aérea lavada
Amostragem composta de 5 plantas por espécie.
* néo foi isolado

* jsolado da diluicdo citada

*** amostrado da parcela rotagdo milho-guandu.



Um aspecto interessante resulta da observacao dos dados da éarea 1.
Dentre as 11 plantas investigadas. Herbaspirillum spp. foi isolado apenas de
raizes lavadas de 3 gramineas invasoras ocorrendo no canavial e de plantas de
cana-de-acUcar, ocorrendo neste caso nas raizes a na parte aérea. Esta
observacdo constitui-se em evidéncia para existéncia de um grau de associacao
mais especifico entre a planta e a bactéria, ja que muitas das plantas invasoras
foram amostradas muito proximo das plantas de cana-de-acucar, 0 que permite
um contato intimo entre o sistema radicular das diferentes plantas. Em outro
levantamento conduzido em diferentes regides canavieiras (areas 3, 4 e 5) foi
demonstrada a ocorréncia natural de Herbaspirillum spp. em raizes, colmos e
folhas de uma gama de variedades de cana-de-acgUcar, todas hibridos
interespecificos de Saccharum incluindo as variedades SP 70-1143, SP 70-1284,
SP 72-1861, SP 79-1011, CB 45-3, CB 4176, NA 5679 e B-4362 em numeros
variando de 10° a 10° bactérias por grama de material da planta. Além destes
relatos de ocorréncia da bactéria em plantas de cana-de-agUcar vegetando sob
condicbes de campo, Herbaspirillum foi também isolado de 35 amostras de
plantulas de cana-de-acucar das variedades SP 81-9025, RB 85-5065, RB 80-
6043 e IAC 82-2045 (gentilmente cedidas pelo Dr. Lee, UFSCar - Araras),
oriundas de micropropagacdo e mantidas sob condi¢cdes estéreis, 0 que nao
ocorreu em 33 amostras de 6 variedades oriundas da COPERSUCAR. Na técnica
de micropropagacdo, os meristemas de plantas oriundas de campo e pré-
germinadas em casa de vegetacdo sdo desinfestados superficialmente, obtendo-
se secbes de 0,1 a 0,6 mm a partir do meristema apical para cultivo em meio
estéril apropriado, procedimento que € adotado pela COPERSUCAR. No caso
das plantas do Dr. Lee (comunicacao pessoal), procedimento similar é adotado,
porém o tamanho do meristema apical para obtencdo de plantulas é de 2 mm,
indicando que com segmentos do meristema deste tamanho, ndo se consiga
remover a bactéria. Essas observa¢des ndo sdo surpreendentes, uma vez que

dependendo do tamanho do meristema, uma porcdo variavel dos tecidos
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condutores, que comunicam a planta ao meristema € removida, podendo esta
por¢cdo conduzir bactérias (KARTHA & GAMBORG, 1975). Ademais, bactérias do
género Herbaspirillum tem sido observadas nos vasos do xilema de cana-de
acucar (OLIVARES et al., 1993b). OLIVEIRA et al. (1995) trabalhando com
plantulas micropropagadas de cana-de-acucar var. SP 81-2590, também isolaram
Herbaspirillum spp. do tratamento ndo inoculado, antes da aclimatacéo.

Na tabela 5 estdo listadas todas as espécies vegetais examinadas
guanto a ocorréncia de H. seropedicae e H. rubrisubalbicans. Os diferentes
isolados foram classificados ao nivel de espécie em funcao de sua capacidade de
utilizar as fontes de carbono meso-eritritol e N-acetilglucosamina (OLIVARES et
al., 1993a). Como podemos observar, dentre as 23 espécies de plantas testadas
para a presenca de Herbaspirillum spp., 13 espécies vegetais foram hospedeiras,
sendo que 12 espécies pertencem a familia das gramineas. H. seropedicae
ocorreu na maioria das gramineas testadas, associado as raizes, colmos e folhas.
Ja H. rubrisubalbicans mostrou-se mais restrito quanto ao espectro de
hospedeiros, sendo isolado de raizes, colmos e folhas de cana-de-agucar, bem
como de uma amostra de raizes lavadas de Digitaria insularis, a qual foi
amostrada da area do canavial ocorrendo como planta invasora. Estes resultados
concordam com aqueles obtidos por BALDANI et al. (1986) e BALDANI et
al. (1992) que demonstraram o amplo espectro de plantas hospedeiras para H.
seropedicae, predominantemente plantas da familia das gramineas, bem como
estdo de acordo com aqueles descritos por CRISTOPHER & EDGERTON (1932),
HALE & WILKIE (1972a) e TOKESHI et al. (1980), que descrevem
“Pseudomonas” rubrisubalbicans, recentemente reconhecido como Herbaspirillum
rubrisubalbicans (BALDANI et al., 1996), como um patégeno foliar secundario
associado a cana-de-agucar. Observando ainda a tabela 5, de um grande nimero
de amostras (5 repeticdes) de raizes lavadas e da parte aérea de 9 espécies
distribuidas dentro de sete familias de plantas ndo gramineas, Herbaspirillum spp.

ndo foram isolados, fato que reforca a maior afinidade destas bactérias
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diazotrdficas por gramineas. Além do mais, em nenhuma das 10 amostras de solo
retiradas dos 10 cm superficiais das diferentes areas de amostragem das plantas
foi possivel isolar Herbaspirillum spp. A ocorréncia natural de Herbaspirillum
seropedicae no interior de raizes, colmos e folhas de gramineas e de H.
rubrisubalbicans em cana-de-aguUcar, associada a ndo deteccdo destes
microrganismos no solo sem plantas, sugerem a existéncia de uma interacéo do
tipo endofitica entre gramineas e as bactérias diazotroficas do género
Herbaspirillum. Bactérias endofiticas foram definidas por PETRINI et al. (1991)
como toda bactéria que habita parte ou todo seu ciclo de vida o interior dos
tecidos da planta, sem causar dano aparente a seu hospedeiro. Tomando como
modelo a interac&o entre cana-de-acucar e Herbaspirillum na qual as bactérias
ocorrem naturalmente no interior de raizes, colmos e folhas de plantas
aparentemente sadias ou assintomaticas, parece claro pressupor a existéncia de
uma interacdo nao patogénica entre a bactéria e a planta, caracterizada por
definicdo como uma interacdo endofitica. Tal situacéo, por hipétese, poderia se
constituir num passo importante na coevolucao e compatibilizacdo entre a planta
e a bactéria, onde caracteristicas ligadas ao desenvolvimento dos mecanismos
para maximizagao da contribuicdo da fixagdo biologica de nitrogénio estariam
sendo desenvolvidas em detrimento dos efeitos deletérios da patogenicidade.
Porém, a despeito destas especulacfes, pouco se conhece sobre o grau de
especializacdo e evolucdo da interacdo endofitica entre Herbaspirillum spp. e
plantas de cana-de-acucar e outras gramineas. Trabalhando com a ocorréncia de
ragas fisiologicas de Xanthomonas albilineans, agente causal da escaldadura das
folhas em cana-de-acgucar, TOKESHI (1986) afirmou que apesar da bacteriose
estar disseminada pelos 4 milhées de hectares de campos de cana-de-acucar,
estabilidade na resisténcia tem sido observada por mais de 36 anos. O grau de
estabilidade de resisténcia das variedades comerciais indica que a resisténcia
poligénica é a forma de resisténcia operante na cana-de-acucar. Desse modo,

X. albilineans mesmo sendo um parasita facultativo, atua como se fosse um
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parasita obrigatorio desenvolvendo uma infeccdo latente. A necessidade de
constante associacdo da bactéria com o sistema vascular do hospedeiro resulta
em numa especializacdo parasitaria, que permite a sobrevivéncia da planta e do
patdbgeno. A andlise apresentada acima por TOKESHI (1986) enfocando a
guestdo de uma bactéria fitopatogénica ndo induzir sintomas no seu hospedeiro,
reflete claramente o fenbmeno de compatibilizacdo entre mecanismos de defesa
da planta e os de ataque da bactéria, gerando uma associa¢do planta-bactéria
gue pode ser duradoura e apresentar diferentes graus de resposta. Desde a bem
conhecida interacdo fitopatogénica com diferentes graus de severidade
(expressdo de sintomas), passando por interacfes neutras a benéficas uni e
bidirecionais (interacdes endofiticas e simbidticas), estas ainda pouco exploradas
pela comunidade cientifica. Esta avaliacdo poderia explicar também a inexisténcia
de sintomas de estria mosqueada em variedades comerciais de cana-de-agucar
no Brasil em condicdes de campo e em testes de patogenicidade, e o
estabelecimento de uma interacdo endofitica.

Na tabela 6, 38 isolados representativos de Herbaspirillum de diferentes
plantas hospedeiras, obtidos durante os estudos de ocorréncia foram
identificados como H. seropedicae e H. rubrisubalbicans em funcédo de sua
capacidade de utilizar meso-eritritol e N-acetilglucosamina como fontes de
carbono (OLIVARES et al.,, 1996). Como podemos perceber, entre os isolados de
cana-de-acucar (total de 22 isolados), 70% foram identificados como H.
seropedicae, enquanto que os 30% restantes foram identificados como H.
rubr-isubalbicans. Se considerarmos todas as espécies hospedeiras incluindo a
cana-de-acucar, gramineas forrageiras e cereais, bem como gramineas invasoras
vegetando na area canavieira, 0 percentual de ocorréncia de H. seropedicae em
relacdo ao total de espécies hospedeiras sobe para 79%. Cabe ressaltar que a
maioria destes isolados foi discriminado ao nivel de espécie ndo apenas pelo uso
de fontes de carbono, tendo sua classificacdo confirmada pela aplicacéo de

métodos genotipicos como descritas na capitulo desta tese.
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Tabela 5 - Ocorréncia de Herbaspirillum seropedicae e H. rubrisubalbicans em
diferentes espécies de 8 familias de plantas. As amostras para
isolamento consistiram da amostra composta de raizes lavadas e
parte aérea de 5 olantas.

Espécie Vegetal H. seropedicae H. rubrisubalbicans

Familia Gramineae

Saccharum hyb. Raizes e colmos Raizes, colmos e folhas

Sorghum bicolor Raizes, colmos e folhas N&o isolado

Oriza sativa Raizes, colmos e folhas Nao isolado

Zea mays Raizes, colmos e folhas Nao isolado

Pennisetum purpureum Raizesl Ndo isolado

Panicum maximum Raizesl Ndo isolado

Digitaria decumbens Ra.'zesl Nao isolado

Brachiaria decumbens Raizesl N&o isolado

Digitaria insularis Nao isolado Raizes’

Melinis minutiflora Raizesl Nao isolado

Echinola crusgalli Raizes N&o isolado

Paspalum notatum cv. batatais N&o isolado Ndo isolado

Planta invasora 1 RaizesS Nao isolado

Planta invasora 2 Raizes3 Nao isolado
Familia Leguminosae

Cajanus cajan Raizes’ N&o isolado

Cassia tora Nao isolado Ndo isolado
Familia Compositae

Bidens pilosa Nao isolado N&o isolado

Emilia sanchifilia N&o isolado Nao isolado
Familia Molluginaceae

Mollugo verticilata N&o isolado N&o isolado
Familia Sterculiaceae

Waltheria indica Nao isolado N&o isolado
Familia Cyperaceae

Cyperus rotundos N&o isolado N&o isolado
Familia Portdacaceae

Portulaca oleraceae N&o isolado N&o isolado
Familia Curcubitaceae

Mormodica charantia N&o isolado N&o isolado

! apenas as raizes foram avaliadas.
2 planta invasora ocorrendo dentro do canavial.
j planta invasora néo identificada.

isolado de area de rotagdo milho-guando
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Tabela 6 - ldentificacdo de diferentes isolados de Herbaspirilum ao nivel de espécie,

através do uso de mesoeritritol’ e N-ac:etilgluc;osamina2 como fontes de

carbono em meio JNFb semi-sélido.

Origem e codigo do isolado UTILIZACAO DE: Designagdo  ao nivel de
Meso' N-acetil’ espécie

1. Cana-de-agUcar
Raiz SP 70-1143 (HRC50) H. rubrisubalbicans
Raiz SP 70-1143 (HRC51) - H. rubrisubalbicans
Raiz CB 45-3 (HRC52) + H. seropedicae
Raiz CB 45-3 (HRC53) - * H. seropedicae
Raiz CB 45-3 (HRC54) - + H. seropedicae
Raiz CB 45-3 (HRC55) - * H. seropedicae
Raiz SP 70-1143 (HRC60) - + H. seropedicae
Raiz SP 70-1143 (HRC61) + - H. rubrisubalbicans
Raiz variedade desconhecida - + H. seropedicae
Raiz SP 72-1861 (HRC80) - * H. seropedicae
Colmo SP 70-1284 (HCC100) * H. seropedicae
Colmo SP 70-1284 (HCC101) - + H. seropedicae
Colmo SP 70-1284 (HCC102) H. seropedicae
Colmo SP 70-1284 (HCC103) + - H. rubrisubalbicans
Colmo NA 5679 (HCC105) - * H. seropedicae
Folha B-4362 (B-4362) + H. rubrisubalbicans
Folha NA 5679 (isol D) - * H. rubrisubalbicans
Planta micropr. RB 80-6043 (isol 1) + - H. seropedicae
Planta micropr. RB 80-6043 (isol 4,8) - * H. seropedicae
2. Gramineas forrageiras
Raiz Capim digitaria’ (Dig RL3) - + H. seropedicae
Raiz Capim digitaria’ (Dig RE3) - + H. seropedicae
Raiz Capim elefante® (RLelef4) - + H. seropedicae
Raiz Capim braquiaria® (RLbrach3) - + H. seropedicae
Raiz Capim braquiaria® (REbrach3) - + H. seropedicae
Raiz Capim gordura(? (RLgord3) - + H. seropedicae
Raiz Capim gordura® (REgord3) - + H. seropedicae
Raiz Capim colonido’ (RLcolon4) + H. seropedicae
3. Cereais
Raiz Sorgo (Sorgo RL3) - + H. seropedicae
Raiz Sorgo (Sorgo RE5) - + H. seropedicae
Raiz Milho (HRMO1) - + H. seropedicae
Colmo Milho (HCM50) - + H. seropedicae
Raiz Arroz (HRAO01) - + H. seropedicae
Folha Arroz (HFA100) - + H. seropedicae
4. Gramineas invasoras
Raiz Digitaria insularis (HPDO1 e 02) + - H. rubrisubalbicans
Raiz planta ndo identificada 1 (HPDO3) - + H. seropedicae
Raiz planta ndo identificada 1 (HPDO5) - + H. seropedicae
3 Digitaria decumbens, ‘Pennisetum purpureum, >Brachiaria decumbens,GMelinis

minutifiora, ' Panicum maximum.
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2. SOBREVIVENCIA E CRESCIMENTO DE Herbaspirillum NO SOLO, SOLO
DA RIZOSFERA E RAIZES DA PLANTA HOSPEDEIRA.

Dois experimentos foram conduzidos visando avaliar a sobrevivéncia de
Herbaspirillum seropedicae e H. rubrisubalbicans no solo, bem como avaliar o
papel da planta hospedeira na dinamica populacional da bactéria, j& que a
bactéria parece ndo sobreviver no solo. O isolamento e quantificacdo de
Herbaspirillum no solo é baseado em sua capacidade de crescer em meio semi-
solido isento de nitrogénio, tal como as bactérias diazotroficas do género
Azospirillum. As inimeras tentativas voltadas para a obtencdo de um meio
seletivo para Herbaspirillum, culminaram na formulacdo do meio JNFb semi-solido
(BALDANI et al., 1992) que facilitaram o isolamento de Herbaspirillum, reduzindo
o crescimento de Azospirilum spp. no meio de isolamento. Entretanto, em
situacbes em que a relacdo entre o numero de células de Herbaspirillum e
Azospirillum € baixa, surgem problemas na sua deteccdo e enumeragdo. Diante
do exposto, visando facilitar o isolamento e a identificacdo de Herbaspirillum,
adicionou-se ao meio de JNFb semi-solido o antibidtico acido nalidixico (30 ppm),
pois verificou-se que as estirpes utilizadas neste ensaio (267 e M4), séo
naturalmente resistentes a esta concentracdo do antibiético. Testando estas
estirpes em meio JNFb semi-sélido com e sem acido nalidixico (Nal), verificou-se
uma reducdo nas taxas de crescimento dessas estirpes avaliado pelo método de
reducdo de acetileno, quando crescendo na presenca do &cido nalidixico,
comparado ao meio sem antibidtico, sob condides de fixagcdo de N,, porém ndo
observou-se uma reducgdo significativa nas contagens da bactéria nas diferentes
épocas de coleta de amostras do solo (dados ndo mostrados).

Na figura 1(A e B), podemos observar o comportamento das duas
espécies de Herbaspirillum ( Z67 e M4 ), em dois tipos de solo ( Pvd e Cana ). Em
todos os tratamentos e independente da espécie de Herbaspirillum, existiu um
padrdo semelhante de sobrevivéncia, caracterizado por um periodo inicial de 5 a

7 dias em que a populacéo bacteriana introduzida sofreu uma queda brusca até
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Figura 1- Sobrevivéncia de H. seropedicae estirpe Z67, H. rubrisubalbicans estirpe M4 e
Azospirillum brasilense estirpe Sp 109 em dois tipos de solo, Podizélico Vermelho
Amarelo distréfico, Pvd (A) e solo cultivado com cana por 13 anos, solo cana (B).
Valores sdo média de 3 repeticdes.
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niveis como os observados aos 21 dias ap6dos a inoculacao de 40 células por g de
solo (correspondente em log a 1,60) para a estirpe Z67 em ambos 0s solos e zero
para a estirpe M4 nos dois solos estudados. Estes resultados sdo bastante
similares aqueles obtidos por BALDANI et al., (1992), que investigaram a
sobrevivéncia de duas estirpes de H. seropedicae (267 e ZM 176) em uma
amostra de solo PVd semelhante ao utilizado neste ensaio. Estes resultados séo
indicativos de que Herbaspirillum spp. ndo seja uma bactéria tipicamente do solo
e subsidia a hipotese da bactéria como um endofito.

Estudos conduzidos por HUGHES (1968) mostraram que solos
continuamente cultivados com cana-de-acucar incrementaram a sobrevivéncia de
Xanthomonas albinneans (agente causal da escaldadura foliar em cana da
aclcar) por um periodo de tempo mais prolongado que o habitualmente
observado. No presente ensaio, para as duas espécies de Herbaspirillum, néo foi
observado nenhum efeito do solo cultivado continuamente com cana no aumento
da longevidade das bactérias, ja que, as curvas de sobrevivéncia nos dois solos
foram muito semelhantes para uma mesma estirpe. Apenas a estirpe Z67 foi
recuperada aos 21 dias apos a inoculacéo (40 células por g de solo), porém aos
25 dias a populacao bacteriana atingiu niveis ndo detectaveis, fato que se repetiu
em uma amostragens realizadas aos 40 e 60 dias apds a inoculacdo, mesmo com

a adicdo de meio de cultura no solo (dados ndo mostrados).

Tabela 7 - Flutuacdo da popula¢cdo diazotrofica natural nos solos, PVd e Cana
ndo inoculados (testemunha ndo inoculada) e mantidos nas mesmas

condicdes de umidade e temperatura dos solos inoculados.

Nimero de células x 10. g™ solo

Dias deincubacéo Pvd Cana
1 0 0
3 4 4
10 0 0
17 0 4
21 0 0
25 0 0
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Observando a tabela 7, notamos que a populacdo diazotrofica natural
dos solos PVd e Cana néo inoculados utilizados neste ensaio variaram de 0 a 400
células. g” de solo ao longo de 25 dias de incubacéo, quando utilizou-se o meio
JNFb sem &cido nalidixico (Nal) como meio de isolamento. A observacdo ao
microscépio e o plagueamento dos isolamentos positivos, revelou a presenca de
Azospirillum lipoferum e Azospirillum brasilense. Ressalta-se que, dentre os
isolados obtidos naturalmente do solo, nenhum foi caracterizado como
Herbaspirillum, o que confirma achados anteriores de BALDANI et al. (1992).
Quando utilizou-se o meio JNFb com Nal, ndo foi possivel isolar nenhum
diazotréfico natural do solo dentro dos periodos de amostragem citados acima
(dados ndo mostrados), do que se conclui que a marca selecionada é seletiva
para as bactérias em estudo, possibilitando aumentar o limite de deteccéo e
facilitar o reconhecimento da bactéria.

Um outro controle para este ensaio, foi a inoculacdo de uma estirpe de
Azospirillum brasilense (Spl109), resistente a 50ppm de estreptomicina
(gentilmente cedida pela Dr. Vera Baldani). Utilizando os solos PVd e Cana nao
inoculados (testemunha), ndo foi possivel isolar nenhum diazotréfico em meio
NFb com 50 ppm de estreptomicina (dados ndo mostrados). Na figura 1A e B,
podemos ainda obsetvar a din@mica populacional da estirpe Sp109 ao longo de
25 dias nos dois solos, quantificada no meio NFb com 50 ppm de estreptomicina.
As curvas de sobrevivéncia de Herbaspirillum spp. e A. brasilense foram bastante
similares até 19 dias apos a inoculagdo. A partir de 25 dias apos a inoculacao,
apenas A. brasilense Sp109 foi detectado, com niveis populacionais na ordem de
10° células por g de solo, valores que permaneceram até a Ultima avaliagéo aos
40 dias apos a inoculagdo (dados ndo mostrados). Azospirillum sobrevive por um
longo periodo de tempo na rizosfera de um grande nimero de espécies de planta.
A colonizacdo das raizes é inespecifica e a bactéria migra entre diferentes
espécies de planta (BASHAN & HOLGUIN, 1996). Com relacdo a sobrevivéncia



108

de Azospirillum em solo fora da rizosfera, evidéncias conflitantes tem sido
acumuladas. Azospirillum ocorre em muitos solos tropicais (p. ex. Brasil) e em
alguns solos de regides temperadas, sugerindo sobrevivéncia ilimitada da
bactéria no solo. Porém, estudos conduzidos em zonas temperadas (p. ex. solos
americanos e canadenses) e zonas semi-aridas (solos israelenses), bem como
algumas regides tropicais, mostraram que Azospirillum spp. introduzido no solo
apresenta baixa sobrevivéncia (BASHAN & LEVANONY, 1990). Desse modo é
largamente reconhecido que a sobrevivéncia de Azospirillum no solo € uma das
questdes basicas ainda ndo esclarecidas. BASHAN et al., (1995) trabalhando com
23 tipos de solo de diferentes regibes geograficas do mundo, procurou
correlacionar diversos parametros do solo com a sobrevivéncia de Azospirillum
brasilense estirpes Cd e Sp 245 com o intuito de gerar dados para a criagdo de
um modelo de predicado da sobrevivéncia da bactéria. Neste estudo os autores
concluiram que a sobrevivéncia da bactéria é independente da aridez do solo e
gue sete parametros abiodticos governaram a sobrevivéncia da bactéria no solo, a
% de argila, o teor de nitrogénio, o teor de matéria organica, o teor de carbonato
de célcio, o teor de areia fina e grossa e a capacidade de retencdo de agua
Perturbacdes no solo como remocéo da planta hospedeira ou percolacao de agua
no perfil afeta rapidamente os niveis populacionais da bactéria. BASHAN et
al. (1995) destacaram também que em seguida a remocao da planta do solo, o
material residual remanescente suporta o crescimento da bactéria por poucas
semanas. A partir da exaustdo dos nutrientes, os parametros abiéticos supra
citados e as interacdes bioticas irdo determinar as taxas de sobrevivéncia da
bactéria Azospirillum. A ocorréncia natural e a persisténcia de Azospirillum em
solos tem sido atribuida a capacidade da bactéria de alterar sua forma vegetativa
para uma forma encistada. Pleomorfismo em Azospirillum é uma caracteristica
bem documentada na literatura, sendo caracterizada pela transformacao da
bactéria da forma vibridide tipica (“V-form”) para uma forma encistada (“C-form”)

via espessamento da parede celular bacteriana (TARRAND et al., 1978). Estas



109

estruturas similares a cistos sdo induzidas sob condi¢bes de estresse a nivel de
laboratério ou naturalmente e sdo mais resistentes a dessecacdo comparada a
células vegetativas (BECKING, 1985). A existéncia de formas encistadas no
género Azospirillum representam um mecanismo de sobrevivéncia valioso para
manutencdo da bactéria em solo desnudo e na rizosfera sob condi¢cbes
desfavoraveis (BASHAN et al.,, 1991).

A baixa capacidade de persisténcia de herbaspirillum no solo apos
inoculacdo, associada a sua aparente inexisténcia em solo sem planta foi
demonstrada por BALDANI et al. (1992). Tal fato, contrastado com ocorréncia
natural de Herbaspirilum na parte aérea de algumas gramineas e a boa
adaptacéo aos tecidos da planta apos inoculagao artificial (PIMENTEL et al., 1991)
reforca ainda mais a existéncia de uma interacado endofitica, na qual a planta
hospedeira exerce influéncia marcante na sobrevivéncia, crescimento e
disseminacao das bactérias no meio natural.

Na segunda parte deste estudo tratou-se de avaliar o efeito da
presenca da planta hospedeira na dinamica populacional de Herbaspirillum no
solo, solo da rizosfera e raizes, o qual pode ser observado na figura 2(A e B).
Neste ensaio, a baixa capacidade de persisténcia de H. seropedicae estirpe Z67 e
H. rubrisubalbicans estirpe M4 foram mais uma vez comprovadas. As bactérias
atingiram niveis ndo detectaveis no solo desnudo entre 3 a 4 semanas, enquanto
qgue, na presenca da planta, foram encontrados numeros entre 10° e 10%células
por grama de raiz até 9 semanas (fim do periodo experimental) em raizes lavadas
e esterilizadas. A dinAmica populacional no solo de rizosfera foi similar a no solo
desnudo, com H. rubrisubalbicans estirpe M4 atingindo limites ndo detectaveis
apenas uma semana depois, enquanto que H. seropedicae estirpe Z67, no
mesmo periodo (28 d.a.i) apresentava nimeros ao redor de 10° células. g de
solo”' chegando a limites n&o detectaveis entre 4 a 9 semanas. Curiosamente, H.
seropedicae, diferente de H rubrisubalbicans ocorre naturalmente associado a

raizes de plantas de sorgo, o que sugere que plantas hospedeiras possam
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Figura 2- Sobrevivéncia de Herbaspirillum seropedicae estirpe Z67 (A) e

rubrisubalbicans estirpe M4 (B) no solo, solo de rizosfera e raizes
lavadas de plantas de sorgo. (Média de 3 repeticdes).
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aumentar a longevidade da bactéria no solo da rizosfera, ou que H. seropedicae
apresente maior capacidade de persisténcia no ambiente rizosférico. No entanto,
ambas afirmacOes devem ser comprovadas por experimentos mais precisos. A
baixa capacidade de persisténcia de Herbaspirillum spp. ao nivel de rizosfera,
contrasta com a elevada capacidade de Azospirillum spp. persistir na rizosfera de
diversas plantas, o que pode explicar em parte a grande capacidade de dispersao
de Azospirilum no solo. Embora, a persisténcia de Herbaspirillum no solo da
rizosfera de plantas hospedeiras e principalmente de plantas nédo-hospedeiras
seja baixa, assim como para bactérias fitopatogénicas, tal modalidade de
sobrevivéncia pode ser um componente importante para disseminacdo e
estabelecimento endofitico das bactérias (KIMURA, 1981).

Dados néo apresentados de contagem comparativa em placa contendo
meio batata e meio NFb sélidos, com e sem Nal30, indicaram que aos 7 dias
apos a inoculagdo das sementes, 50 a 75 % do total de bactérias que colonizaram
as raizes eram pertencentes ao género Herbaspirillum. Aos 14 d.a.i., a proporgéo
de Herbaspirillum em relacédo a bactérias totais caiu para 1,5 a 2,0% do numero
total de bactérias por grama de raiz lavada.

Outro fato interessante resultou da recuperacdo de Herbaspirillum do
solo da rizosfera, raizes lavadas e esterilizadas quando introduziu-se sementes
pré-germinadas de sorgo comprovadamente livres da bactéria, 6 a 7 semanas
apos a ndo deteccao de Herbaspirilum no solo. Como podemos perceber na
figura 3 (A e B), as sementes foram introduzidas aos 77 dias apés a inoculacdo da
bactéria (setas) no solo. Os resultados obtidos contrariam as suposi¢coes iniciais
de que a bactéria ndo sobreviveria no solo desnudo e levantam uma questao
guanto a sobrevivéncia de Herbaspirillum no solo; teriam estes microrganismos
uma fase de sobrevivéncia curta ou permanente no solo?. A resposta para este
guestionamento esta vinculada a adocdo de métodos de detec¢cdo mais sensiveis.
Até o momento, podemos concluir que apos a inoculagao no solo, a populacao de

Herbaspirillum spp. declina rapidamente, ndo sendo mais detectada apos 4
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Figura 3- Reisolamento de Herbaspirilum seropedicae estirpe Z67 (A) e
rubrisubalbicans estirpe M4 (B) de plantas de sorgo 77 dias apés a
inoculacao (setas). Os dados sdo média de 3 repeticdes.
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semanas. Sua longevidade € um pouco incrementada no solo de rizosfera e
bastante aumentada nas raizes de sorgo. A recuperacao em raizes de sorgo 77
dias apos a inoculacdo vem a demonstrar que as bactérias permanecem viaveis
no solo, porém em numeros abaixo do limite de deteccdo do método de contagem
empregado (menor que 100 células por grama) ou apresentam um mecanismo de
sobrevivéncia descrito como “estagio viavel mas ndo culturavel” (ROSZAK, &
COLWELL,1987). De acordo com estes autores, o mecanismo de viabilidade e
ndo culturabilidade, caracteriza-se como um desvio no metabolismo natural da
bactéria e surge em funcéo dos estresses que ocorrem no solo, em que a célula
bacteriana esta intacta, viavel, mas ndo sofre divisdo celular em meios de cultura
cornumente empregados. Desse modo, com a introducdo da planta hospedeira,
haveria um estimulo especifico a multiplicacdo das bactérias, atingindo nimeros
em torno de 10* células por grama de solo. Resultados semelhantes foram
observados por NESMITH & JENKINS (1983) no qual o fitopatdbgeno
Pseudomonas solanacearum, agente da murcha bacteriana em tomate, ndo pode
ser detectado no solo 30 dias ap6s a inoculacdo, porém com a introducdo de
plantulas de tomate a bactéria pdde ser detectada. A deteccdo da bactéria
apenas depois da introducédo da planta, subsidia o conceito de viabilidade e néo
culturabilidade proposto por ROSZAK & COLWELL (1987). Neste caso, a planta
exsuda determinados compostos que estimulam a divisédo celular, restabelecendo
0 metabolismo normal da bactéria.

Ressalta-se que nos controles utilizados, solo ndo inoculado com e sem
plantas de sorgo, ndo foi possivel isolar Herbaspirillum. Também foi utilizada uma
estirpe recentemente isolada de raizes de sorgo (estirpe H19) e pouco
manipulada em condicGes de laboratério. Tal tratamento tinha a preocupacéo de
checar se o comportamento de estirpes frequentemente manipuladas em
laboratorio e reintroduzidas no meio era similar as estirpes pouco manipuladas.
Dados ndo mostrados da estirpe Hsorgo mostraram um comportamento similar,

embora sua sobrevivéncia no solo tenha sido um pouco maior (5 semanas) e 0s
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nameros em solo de rizosfera e raizes lavadas e esterilizadas serem
invariavelmente superiores aos tratamentos inoculados com Z67 e M4. O
tratamento de desinfestacdo das sementes pareceu ser eficiente na eliminacéo
das bactérias diazotréficas, de sorte que, podemos afirmar com alguma

seguranca que as células de Herbaspirillum isoladas sdo oriundas da inoculacéo.

SOBREVIVENCIA E CRESCIMENTO DE Herbaspirillum NO INTERIOR DA
PLANTULAS DE CANA-DE-ACUCAR E RESPOSTA A INOCULACAO.

Na figura 4 podemos observar a dinamica populacional de 4 estirpes de
Herbaspirillum, H. seropedicae estirpes Z67 e HRC54, H. rubrisubalbicans
estirpes M4 e HCC103 no interior de raizes e da parte aérea de plantulas
micropropagadas de cana-de-agucar var. CB 45-3, apds a inoculacdo da
suspensdo bacteriana em meio liquido, sob condicdes axénicas A flutuacdo
populacional das diferentes estirpes no interior das raizes de cana-de-agucar
encontra-se na figura 4A. Neste caso, ao longo de todo periodo experimental (106
dias) o numero de bactérias por grama de raiz esterilizada superficialmente com
cloramina T por 3 minutos, variou entre 1 0* e 1 0’ células. g de raizes, ndo sendo
observado um declinio significativo da populacdo. No momento do plantio no
substrato (tempo zero), o numero inicial de células no interior da planta era de 108
bactérias. g” de planta (inoculag&o “in vitro”). Com o desenvolvimento inicial das
raizes, verificou-se um incremento geral das populacfes até 24 dias apés a
inoculacao entre 5 a 10 vezes (até 1 unidade log), seguida de uma queda de até
100 vezes (2 unidades log), com aparente estabilizacdo das populacao entre 10
e 10° células. g’ raiz. A boa adaptabilidade das estirpes de Herbaspirillum ao
interior das raizes foi anteriormente demonstrada na figura 2 (A e B), em raizes
lavadas de sorgo, onde as estirpes Z67 e M4 sofreram menor decréscimo
comparada ao solo de rizosfera e solo. Os niumeros mais estaveis no interior das

raizes de cana-de-aclcar comparadas a sorgo, podem ser explicados pelo
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Figura 4- Variagdo populacional endofitica de Herbaspirillum seropedicae (Z67 e HRC54) e
de H. rubrisubalbicans (M4 e HCC103) em raizes (A) e na parte aérea (B) de
plantas micropropagadas de cana-de-agUcar var. SP 70-1143, ap0s a inoculacgdo ‘in
vitro" e transferéncia das plantas para camara de crescimento.
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método de inoculacdo utilizado e pelo fato do substrato utilizado ser esterilizado,
0 que diminui a competicdo com a microbiota nativa por sitios de infecgéo.

Durante todo periodo experimental, Herbaspirillum nédo foi observado
nas raizes de cana-de-acucar do controle ndo inoculado, porém aos 24, 64 e 106
d.a.i,, foram observados respectivamente 2,34; 2,6 e 3,39 (log n° células. ml'l) de
bactérias diazotréficas. Observacdes ao microscopio e isolamento em placas de
meio sélido NFb 3X (OLIVARES et al., 1996) revelaram a presenca de Azospirillum
lipoferum e A. brasilense, além de uma bactéria em forma de coccos néo
identificada. A contaminacéao do controle ndo inoculado com Azospirillum spp. tem
sido bem frequente em condi¢cbes de casa-de-vegetacdo e em camaras de
crescimento, a despeito das precaucfes que se tomam na montagem e conducao
dos experimentos. Embora a fonte deste tipo de contaminagdo seja ainda
desconhecida, em experimentos sob condi¢cdes controladas, BASHAN (1991)
verificou que plantas inoculadas com A. brasilense causaram a contaminacao de
plantas ndo inoculadas via transmissao pelo ar. Resultados semelhantes foram
obtidos por Reis Jr. (comunicacao pessoal) trabalhando em casa de vegetacéo.
Neste caso, plantas de cana-de acgucar micropropagadas ndo inoculadas, foram
contaminadas por plantas inoculadas com Herbaspirillum seropedicae HRC54. A
transmissé&o pelo ar foi confirmada, quando colocou-se frascos de vidro abertos,
contendo meio JNFb semi-solido aleatoriamente dispersos na area experimental e
isolou-se a bactéria.

A dindmica populacional das quatro estirpes de Herbaspirillum na parte
aérea de plantulas de cana de acucar pode ser observada na figura 4B. Diferente
da estabilidade observada nas raizes, as populacdes na parte aérea sofrem
grandes variagcdes em funcdo do tempo, com algumas estirpes como M4 (aos 42
d.a.i.) e HRC54 e HCC103 (aos 106 d.a.i.) atingindo valores abaixo do limite de
deteccdo e em seguida, atingindo nimeros entre 10 a 10° bactérias por grama de
parte aérea aos 136 dias apods a inoculacdo. A variabilidade populacional da

microflora bacteriana endofitica natural € bem conhecida para uma série de
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culturas (GIBBINS, 1972) e para cana-de-acucar (VALDEBENITO-SANHUEZA &
TOKESHI, 1985). Mc NEIL et al. (1971) referem-se ao isolamento e identificagédo
de Erwinia uredovora, E. herbicola, Enterobacter aerogenes, E. cloace, Klebsiella
pneumoniae e Leuconostoc mesenteroides do tecido interno de plantas verdes e
queimadas de cana-de-agUcar, aparentemente sadias e LEBEN et al. (1967)
estudando a variacdo da populacdo bacteriana de Saccharum oficinarum L. em
uma regido de clima Uumido de Porto Rico, observaram que as bactérias ndo eram
detectadas no periodo das secas, mas no periodo de chuvas, essa populacéo era
evidenciada em todo material estudado. McINROY & KLOEPPER, (1991)
relataram uma reducdo na populacdo natural de enddfitos associada com o
aumento da idade de plantas de algodéao.

Com relagdo a experimentos de inoculacdo de bactérias endofiticas,
resultados de persisténcia e translocacdo contraditérios tem sido obtidos. CHEN
et al. (1995) trabalhando com plantulas de algodéao (7 d.a.e.), inoculadas com seis
bactérias endofiticas por meio de picada com agulha no caule, 0,5 cm acima da
linha do solo, observaram um rapido declinio até 7 dias apds a inoculacéo,
seguida de uma estabilizacdo das popula¢cbes endofiticas até o final do ensaio
(21 d.ai), em numeros que variavam de 2,5x 10?a 1 x 10° bactérias. g de caule.
Em contraste, uma estirpe de Escherichia coli incluida como controle negativo, foi
detectada apenas no dia da inoculagdo (log 6,51 UFC. g’ colmos), ndo sendo
mais detectada na planta em outras épocas de amostragem. Estes autores ainda
relataram uma translocacgéao limitada das bactérias inoculadas no interior do caule
(apenas 3 a 5 cm acima e abaixo do ponto de inoculacdo). Entretanto, nem todas
bactérias endofiticas demonstram translocacao limitada, DIMOCK et al. (1989)
relataram que Clavibacter xyli subsp. cynodontis, colonizaram os vasos do xilema
de milho, sendo reisoladas em todos os 6rgaos da planta, embora a densidade
populacional tenha sido maior na base dos colmos.

Mais escassos ainda sao os estudos avaliando a dinamica populacional

de bactérias diazotroficas naturais ou introduzidas na planta. Um dos trabalhos
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pioneiros, DOBEREINER et al., (1990) inocularam plantas de sorgo (Sorghum
bicolor) e capim elefante (Pennisetum purpureum) com estirpes de Herbaspirillum
seropedicae e H. rubrisubalbicans por meio de injecdo no cartucho foliar,
introduzindo uma populacdo em torno de 10° células. g de parte aérea. Através
da avaliacdo dos frascos positivos para a presenca da bactéria por meio da
inoculacgao de fragmentos do limbo foliar de diferentes regiées acima do ponto de
inoculacdo em meio NFb semi-sdlido, os autores verificaram que em sorgo as
bactérias persistiram por 30 dias ap6s a inoculagdo, ficando restritas as folhas
inoculadas. No capim elefante, Herbaspirillum spp. pdde ser detectado até 65 dias
ap6s a inoculacao, sendo reisolado da terceira a quinta folhas acima da
inoculada. OLIVEIRA et al. (1995) trabalhando com plantulas micropropagadas de
cana-de-acgUcar inoculadas com combinacdes envolvendo os diazotroficos
endofiticos Acetobacter diazotrophicus e H. seropedicae, inoculados ou ndo com o
fungo micorrizico arbuscular Glomus clarum, em condi¢cdes semelhantes as
apresentadas neste experimento de tese, verificaram um aumento da populacao
endofitica na parte aérea em funcéo do tempo (99 d.a.i.). Estes resultados diferem
dos aqui apresentados (figura 4B), enquanto que nas raizes, dinamicas
populacionais muito semelhantes foram obtidas com niveis de bactérias entre 104
e 100 células.g'1 de raizes.

Avaliando a flutuacdo natural das populacdes dos diazotréficos, A.
diazotrophicus e Herbaspirillum spp. através de niamero mais provavel (NMP) em
meio semi-solido e a técnica imunoenzimatica de ELISA, SILVA et al. (1995)
verificaram que independente da variedade de cana e da parte da planta, a
populacdo de Herbaspirillum crescia com o tempo, sendo o numeros de bactérias
nas raizes, sempre superior aos de colmos e folhas de cana, enquanto que A.
diazotrophicus apresentava um padrdo ndo bem definido e mais dependente do
gendtipo de cana-de-aclUcar. Os fatores determinantes das variacdes nas
populacdes diazotréficas endofiticas em funcéo da ontogenia da planta sdo ainda

muito pouco entendidos. As relacdes ecoldgicas com a microflora ndo fixadora de
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No, a influéncia de fatores edafoclimaticos, bem como as alteragbes anato-
fisiolégicas que ocorrem no interior dos tecidos devem pouco a pouco ser levados
em consideracdo em pesquisas futuras envolvendo o tema. De acordo com SILVA
et al. (1994) e REIS Jr. et al. (1997), as maiores densidades populacionais de
diazotréficos endofiticos em cana-de-aclcar ocorrem em toletes recém-
germinados. Plantas recém germinadas de toletes em contraste com colmos
oriundos do campo, se constituem material ideal para isolamento de A.
diazotrophicus, devido ao elevado niumero de bactérias e a alta frequéncia de

isolamento como demonstrado por REIS Jr. et al., 1997.

Tabela 8 - Peso de matéria fresca de raizes (PFr) e da parte aérea de (PFpa) de
plantulas micropropagadas de cana-de-acucar var. CB 45-3 inoculadas H.
seropedicae (267 e HRC54), H. rubrisubalbicans (M4 e HCC103), uma
mutante ndo diazotrofica de H. seropedicae (M2), 12 dias ap6s a
inoculacdo. (média de 3 repeticoes).

TRATAMENTO PFr mg) TRATAMENTO PFpa (mg)
267 576,7 A HRC54 880,0 A
HRC54 430,0 AB 267 833,3 A
HCC103 406,7 AB Controle ndo inoculado 680,0 AB
M4 353,3 AB M4 673,3 AB
M2 296,7 AB HCC103 653,3 AB
Controle ndo inoculado 266,7 AB M2 596,7 AB
Testemunha nitrogenada  140,0 B Testemunha nitrogenada 310,0 B
cv (%) 34,65 27,53

Médias seguidas de mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela 9 - Peso de matéria fresca de raizes (PFr) e da parte aérea de (PFpa) de

plantulas micropropagadas de cana-de-acucar var. CB 45-3 inoculadas com
estirpes de H. seropedicae (267 e HRC54), H. rubrisubalbicans (M4 e
HCC103), uma mutante ndo diazotréfica de H. seropedicae (M2), 24 dias

apos a inoculagdo. (média de 3 repeticdes).

TRATAMENTO PFr (mg)  TRATAMENTO PFpa mg)
HCC103 1440,0 A HRC54 1846,7 A
HRC54 1187,0 AB 267 1826,7 A
267 11633 AB M2 1233,3 AB
Controle né&o inoculado 8767 AB M4 1053,3 AB
Testemunha nitrogenada 686,7 B HCC103 1006,6 AB
M4 566,7 B Testemunha nitrogenada 746,7 B
M2 550,0 B Controle ndo inoculado 466,7 B
cv (%) 25,79 28,66

Médias seguidas de mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

Tabela 10 - Peso de matéria fresca de raizes (PFr) e da parte aérea de (PFpa) de
plantulas micropropagadas de cana-de-acUcar var. CB 45-3 inoculadas
com estirpes de H. seropedicae (267 e HRC54), H. rubrisubalbicans (M4 e
HCC103), uma mutante ndo diazotréfica de H. seropedicae (M2), 64 dias

apos a inoculacdo. (média de 3 repeti¢ches).

TRATAMENTO PFr (mg) TRATAMENTO PFpa (mg)
Z67 1426,7 n.s. Testemunha nitrogenada 3167,0 A
HCC103 14033 ns. HCC103 1567,0 B
M2 1363,3 ns. M4 1433,3 B
Controle ndo inoculado 1204,7 n.s. M2 14170 B
M4 1203,3 n.s. Z67 1303,3 B
HRC54 11733 ns. HRC54 12170 B
Testemunha nitrogenada  1153,3 n.s. Controle néo inoculado 946,7 B
cv (%) 20,05 35,71

Médias seguidasde mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade
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Nas tabelas 8, 9 e 10 podemos observar o efeito da inoculagéo de 4
estirpes de Herbaspirillum spp. (267, HRC54, M4 e HCC103), uma estirpe
mutante natural ndo fixadora de H. seropedicae (M2), testemunha nitrogenada e
controle ndo inoculado aos 12, 24 e 64 dias apdés a inoculagdo. Avaliando a
tabela 8, podemos concluir que aos 12 dias ap6s a inoculacdo, apenas H.
seropedicae incrementou significativamente o peso fresco de raizes (estirpe 267)
e 0 peso fresco da parte aérea (estirpes Z67 e HRC54) com relacdo ao
tratamento testemunha nitrogenada, nao diferindo da média de tratamento das
outras estirpes e da testemunha ndo inoculada. Mesmo trabalhando em condi¢des
de casa-de-vegetacdo, podemos observar os elevados coeficientes de variacao
(C.V.) obtidos no ensaio. A principal razao para a elevada variabilidade entre
repeticdes dentro do tratamento é a heterogeneicidade de desenvolvimento das
plantulas obtidas através da técnica de micropropagacdo, o que resulta na
obtencao de efeitos ndo significativos, a despeito das diferengas aparentes entre
as medias, como pode ser observado claramente nos dados de peso da matéria
fresca de raizes aos 12 dias. Aos 24 dias ap6s a inoculacédo (tabela 9) foram
observadas diferencas significativas (a=5%) na acumulacao de matéria fresca de
raizes de plantulas inoculadas com H. rubrisubalbicans estirpe HCC103 em
contraste com a testemunha nitrogenada e as estirpes M2 e M4. Com relagdo a
acumulacdo de matéria fresca da parte aérea, a média de tratamento das estirpes
de H. seropedicae Z67 e HRC54 diferiu estatisticamente das médias do controle
ndo inoculado e da testemunha nitrogenada, o que ndo ocorreu quando
comparou-se as médias de tratamento das estirpes de H. seropedicae com M4,
M2 e HCC103, e estas por sua vez ndo diferiram das médias de tratamento da
testemunha nitrogenada e do controle ndo inoculado. Observando agora os
dados de 64 dias apos a inoculagéo (tabela 10), podemos verificar a inexisténcia
de diferencas significativas entre as meédias de tratamento para o parametro peso

da matéria fresca de raizes, enquanto que para o parametro peso fresco da parte
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aérea, a média do tratamento nitrogenado diferiu estatisticamente das demais
médias de tratamento.

A andlise conjunta do experimento sugere a existéncia de um efeito
deletério marcante do tratamento nitrogenado no desenvolvimento inicial das
plantulas micropropagadas de cana-de-agucar, que comprometem o crescimento
de raizes e da parte aérea aos 12 e 24 dias apds a inoculacdo.Este efeito
deletério foi tdo intenso, que a despeito dos elevados coeficientes de variacao
(C.V.), diferencas significativos ainda assim foram obtidas (tabelas 8 e 9). Efeitos
deletérios de altas doses de N na acumulacdo de matéria fresca e seca tem sido
demonstrado na literatura (FERNANDES et al., 1990). Neste caso, a absorcao
excessiva de NH,", devido a aplicacdo de fertilizantes nitrogenados em condicées
de temperatura elevada e baixa luminosidade, podem levar a um desequilibrio
entre o metabolismo de carbono e nitrogénio, resultando na falta de esqueletos de
carbono para assimilagdo do aménio, que circulando livre nos tecidos vegetais
afeta diversos processos metabdlicos ligados a geracdo de energia
(FERNANDES et al., 1984). No presente experimento foi utilizada uma dose de
nitrato de amoénio equivalente a 160 kg de N. ha'l, parcelada aos 7 e 19 d.a.i..
Embora esta dose ndo tenha sido exageradamente alta, efeitos deletérios no
inicio do experimento sdo observados devido a aplicacéo localizada do fertilizante
nitrogenado na base das plantulas, que muitas das vezes possuem poucas ou
nenhuma raiz. A esse fato somam-se as condi¢ds inadequadas de radiacdo que
comprometem a fotossintese, e por consequéncia a geracdo de esqueletos de
carbono. Reis Jr. (com pessoal) seguindo o mesmo modelo experimental, porém
trabalhando em casa de vegetacdo e com doses de N equivalentes a 300 Kg
hal, observou um efeito ainda mais drastico, as raizes do tratamento nitrogenado,
comparada ao tratamento de inoculacdo com bactérias diazotroéficas, que foi
visualmente inibida quanto ao processo de elongamento, apresentando-se curtas
e grossas. A partir da terceira colheita aos 64 d.a.i. (grafico 10) e em colheitas

subsequentes aos 106 e 136 d.a.i. (dados ndo mostrados), os efeitos deletérios
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do N desapareceram, e o0 peso da matéria fresca da parte aérea do tratamento
com N foi significativamente superior aos tratamentos de inoculac&o e ao controle
ndo inoculado, ndo existindo mais diferengcas no peso fresco de raizes.
Presumivelmente, os efeitos deletérios do nitrogénio desaparecem em funcdo das
perdas de N do sistema e do crescimento concomitante das raizes e da parte
aérea em concentracdes de nitrogénio ndo toxicas.

Outro fator importante a se discutir, se relaciona com os efeitos
positivos da inoculacdo das estirpes de Herbaspirillum spp. no crescimento de
raizes e da parte aérea. Neste experimento, as condicfes inadequadas de
radiacdo limitando o crescimento potencial das plantas, associada a elevada
variabilidade no vigor e tamanho das plantulas micropropagadas, contribuiram
sobremaneira para o aumento da variancia do erro experimental, mascarando a
variacdo devido a tratamento e gerando meédias de tratamento inoculado nédo
estatisticamente diferentes do controle ndo inoculado. Efeitos positivos da
inoculacdo de Herbaspirillum spp. no elongamento do sistema radicular podem
ser visualmente percebidos. Presumivelmente as taxas de crescimento da parte
aérea tenderiam a ser maiores em funcédo das taxas iniciais de absorcdo de
nutrientes. Estes efeitos podem ser estatisticamente demonstrados se houver uma
reducdo do erro experimental, principalmente pela reducédo da variabilidade de
crescimento das plantas micropropagadas ou acompanhamento do incremento de
matéria seca, a partir do peso individual inicial das plantas no momento de
instalacdo do experimento, além do aumento dos niveis de radiacdo e reducéo da
contaminagdo dos controles com diazotroficos naturais. Efeitos positivos no
crescimento de raizes de cana-de-acucar inoculadas com Herbaspirillum foram
também observados por REIS Jr. (dados nédo publicados). BALDANI et al., (1995)
trabalhando com selecdo de estirpes de Herbaspirillum para inoculacdo em
plantas de arroz., observaram um aumento de mais de 100% no peso fresco total
das plantas inoculadas com H. seropedicae estirpes Z94 e Z95 comparadas a

testemunha. A atividade da nitrogenase significativamente maior nestes
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tratamentos, associada a maior acumulacdo de nitrogénio total indicaram que a
fixacdo biolégica do nitrogénio (FBN) foi o mecanismo responsavel pelas
respostas positivas. Utilizando a técnica de diluicdo isotopica de N, os autores
demonstraram que a estirpe Z94 contribuiu via FBN, com 54% do total de N
acumulado nos tecidos. No presente ensaio, bem como naquele conduzido por
REIS Jr. (dados n&o publicados), os efeitos positivos da inoculagdo com
Herbaspirillum spp. ,sobre o elongamento radicular de plantulas micropropagadas
de cana-de-acucar podem ser devido a producdo de horménios vegetais como o
acido indolacético (AlA) ou outros metabdlitos secundarios com acdo promotora
de crescimento. A producao de AIA por estirpes de Azospirillum spp. na presenca
ou ndo de triptofano tem sido amplamente relatada na literatura (IOSIPENKO &
IGNATOV, 1995; PATTEN & GLICK, 1996) ja para Herbaspirilum pouco se

conhece.

Tabela 11 - Comparacaes entre a média de todos os tratamentos inoculados com
Herbaspirilum spp. (Herba fix",estirpes diazotroficas), a média do
tratamento inoculado com a estirpe de Herbaspirillum M2 (Herba fix)

e o controle ndo inoculado (CNI) pelo teste t de student para a = 5%.

12 dias ap6s a inoculagdo

Comparacdo entre médias Peso fresco de raiz Peso fresco parte aérea
Herba fix+ vs. Herba fix- n.s.' n.s
Herba fix+ vs. CNI n.s. n.s.
Herba fix+ vs. Herba fix- + CNI P (0,020) n.s.
24 dias ap6s a inoculacao
Herba fix+ vs. Herba fix- P (0,045) n.s.
Herba fix+ vs. CNI n.s. P (0,0037)
Herba fix+ vs. Herba fix- + CNI n.s. p (0.0357)
64 dias ap6s a inoculacéo
Herba fix+ vs. Herba fix- n.s. n.s.
Herba fix+ vs. CNI n.s. n.s.
Herba fix+ vs. Herba fix- + CNI n.s. n.s.

1 n.s. médias nao diferem entre si ao nivel de 5% pelo teste t de student
2 p (0.020) médias diferem entre si ao nivel de 2% de probabilidade pelo teste t.
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Na tabela 11 encontram-se os resultados das comparacdes duas a duas
da média combinada de todos tratamentos que receberam inoculagcdo com
estirpes de Herbaspirillum fixadoras de nitrogénio, comparadas utilizando o teste t
com a média do tratamento inoculado com a estirpe ndo fixadora de
Herbaspirillum (M2) e o controle ndo inoculado ou a média de ambos. Na primeira
avaliacdo (12 d.a.i.) a inoculagcdo com Herbaspirillum fix* incrementou
significantemente (p =0,02) o peso fresco das raizes quando comparada a média
dos tratamentos (M2 + CNI). Resultados mais interessantes ocorreram na
segunda avaliacdo (24 d.a.i.), qguando a média dos tratamentos Herbaspirillum fix*
foi significativamente superior a média do tratamento inoculado com a estirpe de
Herba fix *, quanto a acumulacdo de matéria fresca da parte das raizes ao nivel de
P = 0,045, e a média dos tratamentos Herbaspirillum fix" foi significativamente
superior a média do tratamento controle ndo inoculado quanto a acumulagédo de

matéria fresca da parte aérea ao nivel de p = 0,0037.

HERBASPIRILLUM SPP. E UMA BACTERIA ENDOFITICA?

Apesar de Herbaspirillum seropedicae ter sido descrito por BALDANI et
al. (1986) a praticamente uma década, existem relatos escassos da existéncia
deste microrganismos em outros paises do mundo que nao o Brasil (OLIVARES
et al.,, 1996). Mesmo no Brasil, apenas com a introducdo do meio JNFb semi-
sélido (BALDANI et al.,1992) um variante do meio NFb (TARRAND et al., 1978),
um maior volume de informacBes sobre a ocorréncia dessa bactéria foram
acumuladas. Tomados todos 0s aspectos ecoldgicos investigados neste trabalho,
guais sejam a ocorréncia natural de Herbaspirillum em raizes, colmos e folhas de
plantas aparentemente sadias, de espécies predominantemente da familia das
gramineas, a auséncia da bactéria em solo desnudo, a baixa persisténcia no solo
e solo rizosférico, comparada com a elevada persisténcia no interior das raizes e

na parte aérea em estudos de inoculacao, podemos concluir que Herbaspirillum
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seropedicae e H. rubrisubalbicans sdo bactérias fixadoras de nitrogénio que se
associam endofiticamente com a cultura da cana-de-acucar e outras gramineas.

Como discutido anteriormente, bactérias diazotréficas endofiticas
podem ser definidas como bactérias fixadoras de nitrogénio que vivem, pelo
menos parte de seu ciclo de vida no interior de plantas superiores ou inferiores,
estabelecendo-se intercelular ou intracelularmente, sem causar dano aparente ao
hospedeiro (adaptado segundo PETRINI, 1991). E interessante notar que tal
definicAo é bastante abrangente e um pouco complexa, enquadrando como
endofito qualquer bactéria que durante trabalhos de isolamento, sejam obtidas do
interior de plantas aparentemente sadias. Alguns aspectos devem ser
considerados na identificacdo de uma bactéria como endofito, quais sejam sua
frequéncia de isolamento e a avaliacdo de persisténcia e estabilidade da bactéria
no tecido hospedeiro em ensaios de inoculagcdo e reisolamento. Bactérias
classificadas como endofiticas, podem ser distinguidas de acordo com a
proposicdo de BALDANI et al. (1997) em obrigatérias ou facultativas. Bactérias
enddfitas diazotréficas obrigatérias, como o nome define, necessitam estar
continuamente em contacto com a célula viva da planta hospedeira sob condicdes
naturais, habitando o interior da planta durante todo o seu ciclo, e sendo
obviamente disseminada via material propagativo vegetal. Desse modo, utiliza a
planta como residéncia segura e fonte de disseminacdo. Tais bactérias
sobrevivem por um periodo muito curto de tempo na auséncia da planta
hospedeira, em solo (natural ou esterilizado), em residuos vegetais em
decomposicdo e na rizosfera e rizoplano de plantas hospedeiras e néo
hospedeiras. Tendo em vista sua baixa competéncia saprofitica, tais bactérias se
disseminam no meio natural, principalmente através de toletes e gemas em
plantas propagadas vegetativamente, e possivelmente através de sementes em
plantas propagadas sexuadamente, embora tal via ndo seja tao eficiente para
assegurar a transmissao de bactérias (SCHUSTER & COYNE, 1974; SAETTLER

et al.,, 1989). Acetobacter diazotrophicus € tipicamente um endoéfito obrigatério
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(BALDANI et al.,1997), ocorrendo principalmente no interior de raizes e da parte
aérea de cana-de-acucar (CAVALCANTE & DOBEREINER, 1988; REIS, 1991)
além de relatos escassos em batata doce e capim elefante (REIS et al., 1993;
PAULA et al., 1991), todas propagadas vegetativamente e mais recentemente em
café (JIMENEZ-SALGADO et al.,1995). Sua propagacdo planta a planta se da
principalmente através de toletes, embora insetos vetores possam ter algum papel
ainda ndo bem elucidado (ASHBOLT & INKERMAN, 1990). E interessante
acrescentar que o espectro de hospedeiros restrito, associado ao carater
endofitico obrigatério tende a refletir em uma baixa diversidade genética entre
diferentes isolados (CABALLERO-MELLADO & MARTINEZ-ROMERO, 1994;
CABALLERO-MELLADO et al., 1995). Grande variabilidade genética da bactéria
parece ocorrer em funcdo da origem dos diferentes genotipos (BARBOSA et
al., 1997). Ademais, A. diazotrophicus possui baixa capacidade de sobreviver no
solo, possuindo ainda caracteristicas fisiologicas compativeis com as condicfes
fisico-quimicas reinantes no tecido da planta hospedeira (acumuladoras de
sacarose). Avanc¢os nos estudos morfol6gicos e ultraestruturais da interagcéo entre
A. diazotrophicus e plantas de cana-de-agucar sdo necessarios para se conhecer
0s sitios especificos de estabelecimento e atividade da bactéria, bem como para o
melhor entendimento dos mecanismos de troca entre a bactéria e a planta.
Estruturas anatdmicas como por exemplo a presenca de células modificadas,
depositos de parede celular e matrizes polissacaridicas, depdsitos de membranas
envolvendo a bactéria, que limitem o acesso de oxigénio e regulem o metabolismo
de carbono e nitrogénio devem ser minuciosamente investigados.

Em contraste, bactérias diazotroficas endofiticas facultativas néo
necessitam da planta hospedeira para completar seu ciclo de vida, podendo
sobreviver saprofiticamente no solo, na rizosfera de plantas ndo hospedeiras ou
possuir algum mecanismo de dorméncia como por exemplo a existéncia de um
estado viavel mas ndo culturavel (ROSZAK & COLWELL, 1987). Tendo em vista

tais caracteristicas, o solo ou mesmo outras plantas da comunidade vegetal
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podem ser fonte priméria de indculo da bactéria, embora a disseminacéo via
material propagativo da planta possa permanecer como o principal mecanismo.
Devido a sua elevada versatilidade fisiologica, geralmente tais bactérias possuem
um espectro amplo de hospedeiro, bem como respondem prontamente a
exsudatos da rizosfera. No género Azospirillum podemos encontrar estirpes
consideradas enddéfitos facultativos ou rizosféricas, ja que de um lado, sobrevivem
bem no solo e na rizosfera das plantas, bem como possuem a capacidade de
infectar e colonizar o interior das raizes e da parte aérea de plantas como
demostrado para as estirpes de A. brasilense Sp 245 e Cd (SCHLOTER et al.,
1994; ASSMUS et al.,1995), e outras estirpes ndo possuem grande capacidade
invasiva no interior da planta como demonstrado para A. brasilense estirpe Sp7,
e outros diazotréficos como Azotobacter paspali e Derxia sp., habitantes tipicos da
rizosfera e do rizoplano (DOBEREINER, 1959; DOBEREINER, 1966).

De acordo com a definicdo de enddfitos e dos aspectos ecoldgicos
levantados neste capitulo, podemos concluir que Herbaspirillum seropedicae e H.
rubrisubalbicans sdo bactérias endofiticas, ocupando uma posicdo intermediaria
entre enddfitos obrigatdrios e facultativos. Ja que a despeito do insucesso no seu
isolamento em solo sob condi¢cbes naturais e a sua baixa capacidade de manter-
se em numeros detectaveis no solo, possui um mecanismo ainda ndo esclarecido,
de sobrevivéncia no solo como demonstrado no experimento 3 deste capitulo.
Ademais, a sobrevivéncia de Herbaspirillum foi incrementada em solo estéril, o
gue ndo ocorreu com o endofito obrigatério, A. diazotrophicus (CARUSO et
al., 1995). O fato do solo ou de plantas ndo hospedeiras se constituirem em fonte
de in6culo tem sido corroborada pela reinfec¢cdo por Herbaspirillum de plantulas
micropropagadas de cana-de-agUcar isentas de bactérias introduzidas em
condicbes de campo (REIS Jr.; dados néo publicados). Herbaspirillum ocorre
endofiticamente em espécies da familia das gramineas, apresentando espectro
hospedeiro mais amplo que Acetobacter, porém inferior a algumas espécies do

género Azospirillum. De modo similar a Azospirillum, Herbaspirillum responde
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bem ao efeito rizosfera, porém ndo persiste por muito tempo na rizosfera,
infectando e colonizando mais ativamente o interior da planta, estabelecendo-se
mais rapidamente nas camadas mais internas do cortex e tecidos condutores
(STEIN et al.,1995). Evidéncias neste sentido tem sido acumuladas, tendo em
vista a presenca mais frequente de Herbaspirillum em raizes esterilizadas em
comparacao a raizes lavadas e solo de rizosfera, obtidas da mesma amostra, que
tendem a possuir comparativamente nameros maiores de Azospirillum. Em adicéo,
a presenca de Herbaspirillum em plantas micropropagadas obtidas a partir de
meristemas maiores que 2 mm, sugere sua afinidade ao interior da planta e se
constitui em evidéncia para disseminacdo da bactéria através de material
propagativo.

Como discutido na revisédo, a interagdo entre Herbaspirillum spp. e
gramineas, caracterizada aqui como endofitica, pode ser posteriormente descrita
como uma endosimbiose. Neste caso, investigacbes mais acuradas como por
exemplo estudos ao microscopio e com plantas em condi¢cdes naturais, devem
avaliar o papel e a interacdo da bactéria com os tecidos da planta hospedeira,
avaliando a presenca de estruturas simbidticas. Do ponto de vista de evolucao,
bactérias enddfitos podem tornar-se endosimbiontes, através de mecanismos de
coevolugdo. Hipoteticamente falando, a interagdo entre Herbaspirillum spp. e a
cana-de-acUcar poderia estar no curso de uma evolugédo passando da patogénese
classica (estrias mosqueadas) para uma interacdo endofitica a endosimbiose.

Na tabela 12 encontra-se uma proposicdo com as principais diferencas
entre os trés grupos de bactérias diazotroficas acima discutidas, bem como os

possiveis beneficios ou maléficios que cada grupo promove na planta hospedeira.



Tabela 12 - Diferencas ecoldgicas e anato-fisioldgicas na interacdo entre bactérias diazotréficas endofiticas, endosimbiontes e de rizosfera e plantas superiores.

RIZOSFERA ENDOFITO FACULTATIVO ENDOFITO OBRIGATORIO ENDOSIMBIONTE
CARACTERISTICA
Espectro hospedeiro AMPIO = = 77ttt Restrito
Habitat predominante Solo Solo, Rizosfera Raizes e parte aérea, Raizes e parte aérea
Rizosfera Rizoplano, Raizes e intercelular ou intracelular (princ. intracelular)
Rizoplano Parte aérea
Sobrevivéncia no  Solo Alta > Baixa’
Disseminagdo Solo Rizosfera pl ndo hospedeira Material de propagacgéo ?
Agua Ar Sementes e toletes pl. hosp. da planta hospedeira
Presenca de estruturas Corddes de Infecgéo, cels
Simbiéticas Ausente Pouco estudado Pouco estudado hipertréficas, membrana
peribacteriana, barreiras de
difusdo ao oxigénio
Infeccdo das raizes e N&o Sim Sim Sim
colonizagdo  parte aérea
Efeitos  benéficos Controle de patogenos FBN(?)
do solo, crescimento Inducdo de resisténcia a

radicular. FBN

Efeitos maléficos

Primitivo

Inibicdo cresc. raizes

doencas da parte aérea, prod.

promotores de cresciemto

Indugdo de susceptibilidade

Interacdo parasitaria (sintomas)

(idem anterior)

(idem anterior)

Fixacdo bioldgica de N,

Interagdo  parasitéria

Coevolugdo com

a planta hospedeira

Evoluido

1 Excessdo para Azotobacter paspali;

2 Excessdo para Rhizobium



CONCLUSOES

1. Herbaspirillum seropedicae ocorre naturalmente em raizes, colmos e folhas de

espécies de plantas predominantemente da familia das gramineas;

2. Herbaspirillum rubrisubalbicans ocorre naturalmente em raizes, colmos e

folhas de cana-de-acucar;

3. Herbaspirillum spp. ndo persistem por mais de 4 semanas em numeros
detectaveis, apds a inoculacdo no solo. Porém a presenca da planta hospedeira
aumenta a longevidade da bactéria, que abriga-se preferencialmente no interior
da raiz, podendo sobreviver por algum tempo no solo da rizosfera de plantas

hospedeiras e plantas ndo hospedeiras;

4. A nao deteccdo de Herbaspirillum no solo apés 4 semanas nao implica no
desaparecimento da populacéo bacteriana, que se mantém abaixo do limite de

deteccdo do método de isolamento.

5. Herbaspirihm spp. sdo capazes de infectar e colonizar sistemicamente

plantulas de cana-de-acucar;
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6. Herbaspirillum spp. promovem o crescimento das raizes de plantulas de cana-
de-aclcar em meio esterilizado, enquanto que doses equivalentes a 160 kg de
nitrogénio ha" reduz o crescimento inicial das raizes, efeito que desaparece

posteriormente;

7. A ocorréncia natural de H. seropedicae e H. rubrisubalbicans no interior da
planta em interacdo aparentemente ndo patogénica, aliada as demais
caracteristicas ecoldgicas acima descritas permitem concluir que Herbaspirillum

spp. sejam bactérias endofiticas facultativas.
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RESUMO

O modo de infeccdo e colonizacdo de raizes de plantas de cana-de-
acucar por estirpes de Herbaspirillum seropedicae e H. rubrisubalbicans foi
investigado utilizando, como modelo experimental, um sistema de cultivo
monoxénico com plantulas de cana-de-acucar da variedade SP 70-1143, obtidas
através da técnica de micropropagacdo, inoculadas com diferentes estirpes de
Herbaspirillum spp. Aos 1, 2, 4 e 7 dias apds a inoculacdo, amostras das raizes e
da parte aérea foram coletadas para avaliacdo do niUmero de bactérias presentes
no interior dos tecidos. Paralelamente, segmentos de raizes, colmos e folhas
foram preparados para microscopia Gtica (MO), microscopia eletrdnica de
varredura (MEV) e microscopia eletrénica de transmissdo (MET). A avaliacdo de
segmentos de raizes ao MO e MEV permitiram concluir que 1 dia apdés a
inoculacdo, Herbaspirillum aderiu-se a superficie das raizes de modo similar,
independente da espécie ou da estirpe. O modo de ataque foi apolar em
monocamada, e mais raramente em agregados, colonizando randomicamente as
zonas de diferenciacédo, elongamento e formacédo de pélos radiculares, porém
raramente colonizando o meristema apical e a superficie dos pélos radiculares. A
partir de 2 dias apés a inoculagéo, foi frequente a concentracdo e ou multiplicacédo
das bactérias em duas regifes da raiz: nas zonas de emergéncia das raizes
secundéarias com a raiz principal e, em regides de ruptura das células da

epiderme. ApoOs a infeccdo, a colonizacdo do interior dos tecidos radiculares
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ocorreu principalmente através da multiplicagdo da bactéria nos espacos
intercelulares das células do coértex, sendo observada também a colonizagao
intracelular de algumas células do parénquima cortical. Aos 7 dias apds a
inoculacao, as bactérias foram frequentemente observadas no interior do tecido
vascular, colonizando células do parénquima vascular e os vasos do xilema da
base do colmo. O sitio de acesso da bactéria ao tecido vascular é a zona de
emergéncia das raizes secundarias, onde ocorre ruptura temporaria das ceélulas
da epiderme. Imunomarcacdo com ouro utilizando anticorpos policlonais
produzidos contra ambas espécies de Herbaspirillum, confirmaram a identidade

das bactérias observadas ao microscopio.
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ABSTRACT

The present study was undertaken to investigate root infection and
endophytic establishment of the nitrogen fixing bacteria Herbaspirillum
seropedicae and H. rubrisubalbicans of sugar cane plantlets in a monoxenic
system. For this it, micropropagated sugar cane plants (interespecific hybrids of
Saccharum var. SP 70-1143) were obtained by cultivation of meristems under
sterilised conditions. The experiment was carried out in a growth chamber with five
treatments and three replicates. The treatments consisted of two H. seropedicae
strains (267, HRC54), two H. rubrisubalbicans strains (M4, HCC103) and an
uninoculated control. Plantlets grown in MS liquid medium were inoculated with
0.1 ml of bacterial suspension containing 10’ cells per mlL. washed samples from
roots (a 5 cm length) and aerial parts (1 g) were taken at 1, 2, 4 and 7 days after
inoculation to estimate the number of the bacteria in association with the plants.
Also, material from roots, stems and leaves was prepared for light microscopy
(LM), transmission electron microscope (TEM) and scanning electron microscopy
(SEM). In order to certify the identity of the bacteria viewed under LM and TEM,
some sections were prepared and labelled with immunogold for TEM and
immunogold with silver enhancement for LM sections using the polyclonal
antibody against the whole bacteria. All the Herbaspirillum strains attached to the
root surface in a similar way. One day after inoculation, roots were colonised

randomly over the entire surface predominantly by apolar attachment in monolayer
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or clumps. In the last case they were close to a natural or artefactual root wound.
Attachment to the root hair was observed at a very low frequency. The estimated
number of bacteria associated with the root and aerial parts increased with time.
From 2 to 7 days after inoculation, the bacteria were predominantly found in large
packages localised at the points of the origin of secondary roots and partially
exfoliated cells of the epidermal layer, where the cell wall was naturally disrupted.
Also, there was an obvious multiplication of the bacteria inside the root tissue,
which spread through the intercellular air spaces and colonised some
epidermal/hipodermal and parenchymatosa cells intracellulary and invaded the
vascular bundles. Even, two days after inoculation, it was possible to observe the
bacteria within the vascular bundle but less frequent than at 7 days. Stern sections
(7 days after inoculation) showed the bacteria colonising xylem vessels and
parenchyma cells at the cortex and the vascular bundle. In addition, immunogold
labeled root sections confirmed the presence of the inoculated bacteria. The
present studied let us to conclude that successful endophytic infection of sugar
cane roots by Herbaspirillum spp. involves the attachment to the plant surface,
proliferation of the bacteria mainly at the origin of secondary roots or wound site,
followed by penetration and spreading of the bacteria through the intercellular air
space and vascular bundles with subsequent colonisation and establishment at

the aerial part, probably into the xylem vessels.
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REVISAO DE LITERATURA

O processo de infeccdo e colonizacdo de plantas por bactérias
caracteriza-se como um evento dinamico envolvendo o movimento da bactéria em
direcdo a planta hospedeira, sua adesdo a superficie vegetal e posterior
penetracdo e multiplicacdo no interior da planta. A atracdo da bactéria em direcdo
a raiz se da por meio de fenébmenos de aerotaxia ou quimiotaxia por um gama de
exsudados radiculares e envolve o deslocamento ativo da bactéria atraves de
flagelos (PANOPOULOS & SCHROTH, 1974; BASHAN, 1986a). A grande maioria
dos compostos presentes em exsudados radiculares, incluindo acucares,
aminoacidos, vitaminas, acidos organicos e outros, podem atrair indistintamente
um grande numero de microrganismos rizosféricos (FOSTER, 1986). Dentre o
espectro de microrganismos atraidos pela oferta de substratos ao nivel de
rizosfera, existem aqueles que sdo seletivamente atraidos por compostos néo
metabolizaveis especificos, como € o caso da atracdo de Agrobacterium
tumenfaciens as raizes de dicotiledoneas. Neste caso, estdo envolvidos
compostos fendlicos de baixo peso molecular, exsudados de regides feridas
durante o processo de cicatrizacdo de células vegetais. Estes compostos.
identificados como acetosiringone e hidroxi-acetosiringone, atuam como
guimioatrativos e sinais moleculares na inducédo dos genes de viruléncia “vir" de
A. tumenfaciens (PARKER et al., 1987; GELVIN, 1992). Esta etapa é considerada

como o primeiro evento que governa o reconhecimento especifico entre a bactéria
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e a planta hospedeira. Outro grupo de compostos fendlicos com acdo
quimioatrativa seletiva na rizosfera sdo os compostos da classe dos flavondides e
isoflavondides. Estes compostos, no caso das leguminosas, sdo responsaveis
pela ativacdo dos genes ligados a iniciagdo nodular, presentes em diversas
espécies do género Rhizobium, e sendo a base da especificidade hospedeira da
interacdo leguminosa-rizébio (HUNGRIA, 1994). Os flavondides exsudados pelas
leguminosas atuam como indutores dos genes Nod (genes da iniciagdo nodular)
do rizobio especifico, porém podem atuar como inibidores para o rizébio ndo
especifico e de outras bactérias (PETERS & LONG, 1988; HARTWIG et al., 1991).
Uma vez multiplicande-se ao nivel de rizosfera, as bactérias podem aderir-se a
superficie radicular. O papel da adesdo como mecanismo determinante da
infeccdo segue em discussao na literatura, porém parece Obvio que este
fenbmeno assume um papel ecoldgico relevante na infeccao bacteriana, ja que
fixa a bactéria proximo a sitios potenciais de infec¢cdo, como por exemplo juncdes
de raizes secundarias e feridas, podendo aumentar a probabilidade de infeccéo,
bem como assegurar um contato intimo entre moléculas sinais da bactéria e
receptores da planta, facilitando assim, sua acdo. Cargas elétricas e estruturas
presentes na superficie das bactérias e das plantas determinam o grau de
associacdo e reconhecimento da interacdo. Com a proliferacdo das bactérias
proximo ao sitio de infeccdo, ocorre entdo a infecgédo e colonizagéo do interior das
raizes. Nesta etapa, os mecanismos induziveis de defesa da planta podem ser
expressos resultando em inibicdo do crescimento da bactéria invasora (interagéo
incompativel) ou compatibilizacéo (interacdo compativel) entre os mecanismos de
defesa da planta e ataque da bactéria e em consequéncia estabelecendo uma
interacdo com diferentes graus de compatibilidade, que pode variar de benéfica a

parasitaria.
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1) ADESAO DE BACTERIAS A SUPERFICIE DAS PLANTAS

O papel da adesdo em interacoes envolvendo plantas e bactérias nao
completamente conhecido. No entanto, é facil pressupor qgue uma vez que uma
bactéria atinja um sitio favoravel, sua habilidade para resistir a remocéao constitui-
se em uma vantagem seletiva. De outro lado, a adesdo de bactérias
fitopatogénicas a plantas susceptiveis, tem sido considerada em muitos casos,
como um evento essencial no processo de infeccdo. Além disso, para que
rizobactérias promotoras ou deletérias ao crescimento exercam um efeito
fisiologico significativo sobre a planta hospedeira, a bactéria deve colonizar
efetivamente a superficie radicular.

De modo geral, a adesdo de bactérias a superficie da planta é
caracterizada por uma fase inicial reversivel e inespecifica que envolve interacées
de carga ao nivel de superficie, e uma segunda fase, caracterizada como tempo-
dependente e irreversivel, sendo mediada por propriedades adesivas de
polimeros extracelulares, em certos casos altamente especifica
(ROMANTSCHUK, 1992). A superficie das bactérias, assim como a das plantas
exibem carga de superficie liquida negativa em meio aquoso, e desse modo
forcas eletrostaticas manteriam as células afastadas. Para aderir-se a superficie
da planta, a célula bacteriana deve sobrepor a barreira energética repulsiva,
estabelecendo pontes com cations divalentes, ligagdes ibnicas em regides
localizadas positivamente carregadas, pontes de hidrogénio e via forcas de van
der Waals (BELL, 1978; ROMANTSCHUK, 1992). Além disso, substancias
hidrofobicas depositadas na superficie da planta (por ex.: ceras) e regides
hidrofébicas da superficie da bactéria, podem permitir o intimo contato entre as
células e, desse modo, facilitar interacdes posteriores (BELL, 1978;
ROMANTSCHUK, 1992). O efeito positivo de cations divalentes como Ca** e Mg™™*
e o efeito negativo de cations monovalentes como K' e Na* na adesao tem sido

amplamente discutido na literatura. A adesdo de Pseudomonas fluorescens
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estirpe E6-22 a raizes de rabanete foi estimulada por concentracdes variando de
5 a 10 mM de calcio ou magnésio (JAMES JR et al., 1985).

Os detalhes moleculares do reconhecimento e ligagdo de sitios na
superficie da planta hospedeira sdo conhecidos em poucos sistemas. Além do
gue, existem muitas controvérsias com respeito a importancia, a especificidade e
a natureza dos fatores que contribuem para adesao da célula bacteriana a
determinados alvos na superficie da planta. No trabalho conduzido por JAMES
Jr. et al. (1985) em condi¢des de laboratorio, tanto rizobactérias promotoras ou
deletérias ao crescimento naturalmente isoladas de raizes de rabanete, quanto
bactérias isoladas de outras fontes incluindo Escherichia coli, foram capazes de
aderir-se a superficie radicular de plantas de rabanete. Para todas bactérias
estudadas o niamero de bactérias aderidas aumentou com o tempo e com a
Concentracao inicial de inoculo. A saturacdo no numero de bactérias aderidas
seria esperada se sitios de alta afinidade de ades&o estivessem presentes na
superficie radicular. Entretanto isto ndo ocorreu neste estudo, demonstrando
claramente a inexisténcia de especificidade na adesao rapida. Adeséo
inespecifica tem sido demonstrada também para Rhizobium. PUEPPKE (1984)
observou que a adeséao de diversas estirpes de rizébio as raizes foi independente
da espécie de planta e da especificidade de nodulagdo. Se de um lado tem sido
amplamente relatada que a adesao rapida € um fenébmeno inespecifico, de outro
lado vérias estruturas ou biomacromoléculas presentes na superficie da bactéria
tem sido relatadas como ter papel primordial na adesao permanente e governar
em parte especificidade e capacidade de colonizacdo sob condi¢des naturais.
Estas estruturas incluem proteinas filamentosas nao-flagelares conhecidas como
fimbrias e pili (KORHONEN et al., 1983), polissacarideos como fibrilas de celulose
e moléculas soluveis como B-1,2-glucanos (MATTHYSSE et al., 1978) lectinas
envolvidas na interagdo Rhizobium-Leguminosae (DAZZO et al.,, 1976) e
aglutininas especificas para pseudomonas do grupo fluorescente (ANDERSON,

1983). A maioria dos estudos nesta area concentram-se em trés sistemas, na
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simbiose leguminosa-rizobio, na interacédo parasitaria dicotileddneas-agrobactéria
e bactérias fitopatogénicas Gram negativas em interacdes resistentes, conforme
discutido abaixo.

1.1) Adesdo de Rhizobium a superficie dos pélos radiculares: estudos
envolvendo Rhizobium trifolii e Trifolium repens (trevo branco), conduzidos por
FAHRAEUS (1957), demonstraram que 5 horas apos a inoculacéo, a bactéria ja
esta aderida a superficie do pélo radicular, que comeca a se curvar ou ramificar-
se. Dentro de 16 a 24 horas, o pélo esta totalmente deformado. Nestas regides, o
rizobio aparentemente digere a parede celular do hospedeiro, formando um sitio
de entrada. A presenca de enzimas pectinoliticas e enzimas que degradam
celuloses e hemi-celuloses tem sido demonstrada em Rhizobium (MARTINEZ-
MOLINA et al., 1979). Estas enzimas hidrolisam a parede celular do pélo radicular
nas regides onde a bactéria esta aderida. A célula hospedeira responde
sintetizando uma fina camada de parede celular, formando o corddo de infeccéo,
gue acompanhando a multiplicacdo da bactéria, invade o interior do cortex,
liberando a bactéria no interior de células recém-divididas. O papel de lectinas na
adesdo do rizébio a superficie da parede celular do pélo radicular tem merecido
muita atencdo (ALBERSHEIM & ANDERSON, 1975; BAUER, 1981). Lectinas sao
proteinas ou glicoproteinas com sitios multiplos para ligacdo a acucares
especificos presentes na parede celular da bactéria. De um modo geral,
poderiamos dizer que o primeiro passo na formacao de nddulos por Rhizobium é
a adesdo da bactéria a superficie do pélo radicular. Esta ligagdo envolve
polissacarideos presentes na superficie da bactéria, podendo de acordo com
DAZZO & HUBBELL (1975) incluir polissacarideos extracelulares (EPS),
polissacarideos capsulares (CPS) e lipopolisacarideos (LPS). A interacao entre
lectinas especificas presentes na parede celular do hospedeiro e polissacarideos
presentes na bactéria durante o processo de adesdo poderia facilitar a iniciacao
do processo infeccioso, bem como, facilitar a troca de metabdlitos e a atividade
de enzimas que degradam polissacarideos (HALVERSON & STACEY, 1986).
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1.2) Adesdo de Agrobacterium tumefaciens a dicotiledoneas: a infeccdo de
feridas em plantas dicotiledéneas por A. tumefaciens resulta na formacédo de
tumores. Apoés a infec¢do das feridas, a bactéria se adere a parede celular do
hospedeiro, sendo que a adesao é pré-requisito fundamental para a formacéo dos
tumores, existindo uma relacdo direta entre viruléncia e adeséo (LIPPINCOTT &
LIPPINCOTT, 1969; DOUGLAS et al., 1982). Diferentemente do rizébio, lecitinas
parecem ndo estar envolvidas na adesao de Agrobacterium (LIPPINCOTT &
LIPPINCOTT, 1976). Neste caso, a célula da planta possui um papel passivo na
ligacdo da bactéria a planta. Agrobacterium é capaz de aderir-se a suspensao de
células de cenoura, mortas por aquecimento ou fixadas em glutaraldeido, com a
especificidade inalterada e apenas uma ligeira alteracdo na cinética de ligacao
(MATTHYSSE et al., 1981). Estes achados sugerem a presenca de um receptor
constitutivo. O fato da bactéria aderir-se a células intactas ou mesmo a
protoplastos (células cuja parede celular foi removida), associadas a observacoes
ao microscopio permitiram concluir que existam receptores locados na parede
celular e ao nivel de plasmalema (GURLITZ et al., 1984). Apesar da célula da
planta ter um papel passivo no processo de adesao de Agrobacterium, a bactéria
parece ter um papel decisivo. Os sitios de ligacdo estéo localizados na superficie
da célula, sendo constitutivos e contendo lipopolissacarideos (LPS) e proteinas.
Apés a adesdo, a bactéria inicia a sintese de fibrilas de celulose e estas tem a
funcdo de ancorar firmemente a bactéria ao sitio e permitem a formacao de
agregados. A bactéria possui enzimas como pectinase (MATTHYSSE et al., 1981),
a qual altera a parede celular e permite uma associa¢cdo mais estreita entre a

bactéria e a planta.

1.3) Adesdo de bactérias fixadoras de nitrogénio e rizobactérias promotoras
de crescimento a superficie radicular: poucos estudos tem sido conduzidos

envolvendo a capacidade de adeséo de bactérias benéficas e sua relevancia. O

maior volume de informacg&o concentra-se no estudo da interacdo entre bactérias
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diazotréficas do género Azospirillum e plantas da familia das gramineas.
MICHIELIS et al., (1991) demonstraram que a adesado de A. brasilense as raizes
de trigo ocorre em duas fases caracteristicas, a primeira (Fase de adsorcao),
consiste de uma ligacao rapida e reversivel, enquanto que na segunda fase (Fase
de ancoragem), a bactéria torna-se irreversivelmente ligada a superficie radicular,
processo que envolve polissacarideos nédo identificados que se ligam ao calco-
fluor. Nesta etapa, a bactéria torna-se firmemente aderida e outras bactérias em
suspensdo, aderem-se a esta formando agregados de bactérias no sitio de
adesao. Recentemente, CROES et al. (1993) apresentaram evidéncias de que o
flagelo polar de A. brasilense ou compostos presentes no mesmo, funcionam
como adesivos, mediando a adesdao radicular.

Estudos ao MEV, envolvendo a colonizagéo de raizes de gramineas por
Azospirillum tem indicado que a regido da raiz susceptivel e 0 modo de adesao é
similar em todas as espécies estudadas, envolvendo a formacgédo de pequenos
agregados ou células isoladas principalmente na superficie das zonas de
elongamento e diferenciacdo e zona de formacéo de pélos, com relativamente
menos ceélulas aderidas aos pélos radiculares e algum grau de colonizagéo
intercelular (BASHAN, 1986b; LEVANONY & BASHAN, 1989). Contrario ao
padrdo uniforme de coloniza¢do observado em raizes de gramineas, BASHAN et
al. (1991) avaliando a colonizacéo da superficie radicular de outras espécies nao
gramineas, como tomate (Lycopersicum esculentum), pimenta (Capsicum longum)
e algodao (Gossypium herbaceum) por A. brasiliense, verificaram que o padrdo de
colonizacdo das diferentes regides anatdbmicas da raiz era funcdo da espécie.
Haviam variagfes quanto a adesdo a superficie dos pélos e da zona de formagéao
dos pélos, diferenciando-se, desse modo, do padréo tipico das gramineas. Uma
caracteristica marcante da adesao radicular de Azospirillum é o ancoramento das
células da bactéria a superficie da planta por meio de um material fibrilar,
bastante visivel ao MEV. E dificil afirmar se esta estrutura citada por BASHAN et

al. (1991) é o polissacarideo que se liga ao calcofluor como citado por MICHIELIS
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etal. (1991). De acordo com BASHAN & LEVANONY (1988) esta coneccéao fibrilar
tem papel fundamental no ciclo de vida da bactéria, fixando-a na micela do solo e
nas raizes de plantas. HAAHTELA et al. (1986) relataram adesao especifica aos
pélos radiculares pela bactéria diazotréfica Klebsiella spp., ndo sendo observada
a adesdo a células da epiderme da superficie radicular.

A colonizacao das raizes de plantas por rizobactérias promotoras ou
deletérias ao crescimento deve ocorrer como. pré-requisito para que a bactéria
exerca seus efeitos. Neste sentido, a adesdo assume papel relevante como
caracteristica seletiva na manutencdo do contato da bactéria com a planta
hospedeira. O grupo das pseudomonas fluorescentes é largamente reconhecido
como potentes colonizadores de rizosfera, sendo amplamente utilizadas em
programas de controle biologico de fitomoléstias radiculares e promogdo do
crescimento (SCHROTH & HANCOCK, 1982; WELLER, 1983). Inumeros
trabalhos demonstram a inexisténcia de sitios especificos de adesao nos passos
iniciais da interacdo. Os mesmos localizam-se ao longo de todo eixo radicular e
podem ser ocupados por muitas bactérias (DAZZO et al., 1976; PUEPPKE, 1984;
JAMES Jr. et al., 1985; PINHEIRO, 1992). Entretanto, ANDERSON (1983) relatou
a presenca de fatores de aglutinacdo especificos (glicoproteinas) conhecidos
como aglutininas, que poderiam em parte responder pela elevada capacidade de
colonizacdo de pseudomonas néo fluorescentes. O componente de superficie da
bactéria que interage com aglutininas presentes em plantas ainda ndo €
conhecido. Trabalhos comparando mutantes de P. putida quanto a capacidade de
adesdo e a estirpe parental ndo revelaram diferencas com relacdo a
caracteristicas de superficie como pili, flagelo e lipo-polissacarideos (LPS)
(BUELL et al., 1993). Foi demonstrado por DE WEGER et al. (1989) que a por¢éo
O-antigénica do LPS de P. fluorescens e P. putida é essencial para eficiéncia de

colonizacdo, porém nédo esta envolvida na adesdo de bactérias a raiz.
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2) VIAS DE INFECCAO DE PLANTAS POR BACTERIAS

Como regra geral, bactérias diferentemente de fungos ndo possuem
penetracdo ativa, isto € ndo possuem estruturas tais como apressorios e “pegs”
de penetracdo que permitam a bactéria infectar células intactas do tecido vegetal.
Consequentemente, fitobactérias ndo possuem a capacidade de exercer forca
mecanica ou fisica para venter barreiras como a parede celular e a pressao de
tugor da planta e por consequéncia penetrar em células epidérmicas intactas
(GOODMAN, 1982). Diante disso, a grande maioria das bactérias penetra na
planta hospedeira passivamente (excecdo para bactérias do género Rhizobium e
correlatas) através de aberturas naturais ou ferimentos, conforme discutido

abaixo.

2.1) PENETRACAO ATRAVES DE ABERTURAS NATURAIS

2.1.1) Estbmatos: ocorrem na parte aérea de plantas, particularmente em folhas
e caules jovens. Algumas bactérias fitopatogénicas infectam a planta hospedeira
através de estdbmatos como por exemplo Pseudomonas syringae pv. lachrymans
em abobora (YAMANAKA et al., 1980), P. syringae pv. anenae (MATSUDA &
SATO, 1983) e Xanthomonas campestris em maca (MAAS, 1985). Bactérias
chegam a superficie foliar por meio de correntes de vento e chuvas de forma
aleatéria. Aquelas préximas ou sobre os estbmatos, podem multiplicar-se
rapidamente e invadir a camara sub-estomatica e por conseguinte 0s espacos
intercelulares das células do mesdfilo. A camara sub-estoméatica funciona como
via de entrada e saida para as bactérias, que em muitos dos casos emergem
como uma massa de uma substancia ndo identificada, provavelmente
polissacarideos de origem bacteriana, constituindo in6culo secundario para
disseminacdo da bactéria. A infeccdo dos estdmatos por bactérias fixadoras de
nitrogénio foi relatada para H. rubrisubalbicans em cana-de-acucar (OLIVARES et
al.,, 1993) e a bactéria Pantoea agglomerans em associacdo com trigo (RUPPEL et
al., 1989).
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2.1.2) Hidatddios: apresentam estrutura similar aos estbmatos, porém a abertura
do poro é fixa, ndo sendo regulada por células guarda. Hidatédios ocorrem
principalmente em bordos dentados e serrilhados de folhas ou no seu terco
superior de plantas da familia das brassicas, gramineas, crassulaceas e
saxifragaceas. Nestas estruturas, sob elevadas condicfes de umidade e baixa
evapotranspiracdo, principalmente nos primeiras horas da manhd, ocorre
secrecdo de gotas de agua na superficie foliar. Com o aumento da transpiragao,
esta gota € reabsorvida, podendo arrastar bactérias em suspensdo para o interior
da planta, mais precisamente para o interior dos vasos do xilema. A gota de agua
secretada pelo hidatédio contém quantidades tracos de substancias que podem
servir como quimioatrativos e fonte nutriente para bactérias (FENG & KUO, 1975).
Xanthomonas campestris pv. campestris, agente causal da podriddo negra das
cruciferas, foi o primeiro fitopatégeno relatado a penetrar através de hidatodios
(MEIER, 1934; COOK et al., 1952). Estudos utilizando MEV indicaram também que
hidatodios de plantas de arroz sdo porta de entrada para X. campestris pv.
oryzae, estando envolvidas na especificidade parasita-hospedeiro (MEW et
al., 1984).

2.1.3) Nectarios: ocorrem na base das flores em pontos de emergéncia de
estames e do estigma e excretam substancias acucaradas. Estas estruturas
consistem de duas células guarda, similares aquelas presentes em estébmatos,
porém ndo regulam a abertura do poro. Nesta regido ocorre deposicao de cutina,
exceto na regido sobre o poro. Abaixo do poro, existe uma zona de tecido
contendo de 12 a 15 camadas de células formando um canal onde é produzido o
néctar e algumas bactérias podem se multiplicar. Estudos conduzidos por ROSEN
(1936) revelaram que de 24 a 48 horas apds a inoculacdo de nectarios de pera
ativos na secrecao, Erwinia amylovora multiplicou-se especificamente em regioes
onde existiam gotas de néctar, acessando e colonizando o interior dos tecidos via
abertura do nectario. MEV de flores de pera aparentemente sadias, coletadas sob

condi¢cbes naturais, revelaram a presenca de grande numero de células de E.
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amylovora, quase que exclusivamente colonizando a superficie do estigma de
pistilos excizados. Pistilos com mais de 10° células bacterianas frequentemente
desenvolveram frutos sadios, sugerindo que esta regido se caracteriza como um
sitio de multiplicacdo. Chuvas ocorrendo 72 a 96 horas ap6s a inoculacao
causaram um incremento nas taxas de infecgcéo, provavelmente devido a lavagem
das bactérias da superficie do estigma para a regido dos nectarios, onde ocorre a
penetragdo (THOMSON, 1978).

2.1.4) Lenticelas: usualmente ocorrem na camada de células da periderme de
caules e raizes, abaixo de estdmatos presentes originalmente na epiderme, tendo
como funcdo aumentar as trocas gasosas. Durante a transformacéo de estdmatos
em lenticelas, a primeira e a segunda camada de células sub-epidérmicas ao
redor da camara sub-estomatica dividem-se para dentro e para fora do tecido,
resultando na formagédo de uma massa de células de parénquima frouxamente
associadas com grandes espacos intercelulares. Devido a continuidade entre os
espacos intercelulares das células das lenticelas e dos tecidos mais internos da
planta, estas constituem sitios potenciais de infeccdo para muitos patdégenos
como Erwinia carotovora (agente da podriddo mole) ou Strepfomyces scabies
(agente da sarna da batata). A infeccdo de lenticelas é altamente favorecida por
umidade relativa elevada e a base de resisténcia das plantas esta na deposicao
de suberinas nos espacos intercelulares das células sob invaséo bacteriana (FOX
et al, 1972, 1973).

2.2) PENETRAGAO ATRAVES DE INJURIAS E FERIDAS

2.2.1) Tricomas quebrados: tricomas séo projecOes de células epidérmicas que
podem assumir diferentes formas, estruturas e fungdes, podendo ser uni ou
multicelular e com funcdo secretora ou ndo. Muitas destas estruturas sao
extremamente frageis, colapsando facilmente sob ligeira pressao. A frequéncia de
tricomas na superficie foliar, varia com a espécie e com a idade da planta, sendo
maior em folhas mais jovens e na face abaxial. SCHNEIDER & GROGAN (1977)
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trabalhando com genétipos de tomate contrastantes quanto a densidade de
tricomas na superficie foliar infectados com a bactéria Pseudomonas syringae pv.
tomato concluiram que os tricomas foliares servem como habitat para
sobrevivéncia de populacdes epifitas da bactéria durante periodos de seca.
Ademais, a base dos tricomas serve também como sitio de multiplicacdo e
penetracdo, pois como resultado da proliferacdo da bactéria, frequentemente a
base desta estrutura se rompe, permitindo jnfeccdo da planta (BASHAN et
al., 1981).

2.2.2) Emergéncia de raizes laterais: raizes laterais cornumente originam-se no
periciclo e crescem na direcdo do cortex da raiz parental, rompendo a camada de
células da epiderme e emergindo para o exterior. Nestes sitios, formam-se
grandes cavidades que se constituem sitios de infeccdo para muitas bactérias,
incluindo bactérias diazotréficas como Azospirilum spp (PATRIQUIN &
DOBEREINER, 1983), Acetobacter diazotrophicus (JAMES et al., 1994) e Azoarcus
sp. (REINHOLD & HUREK, 1988). SCHMIT (1978) investigando o processo de
infeccdo de Pseudomonas solanacearum em plantulas de tomate em um cultivo
“in vitro”, utilizando um MEV, verificou que 3 dias apds a inoculacdo as bactérias
foram predominantemente observadas nos pontos de emergéncia de raizes
secundarias com raizes primarias e regibes feridas, dispondo-se como
microcolonias.

2.2.3) Feridas: danos na superficie das raizes devido a abrasdo com o solo
durante o processo de crescimento radicular ou na parte aérea devido a acdo de
chuvas e ventos, constituem-se em porta de entrada para muitas bactérias.
Dentre as bactérias fitopatogénicas, Agrobacterium tumefaciens é aparentemente
a unica que requer feridas para infectar a planta hospedeira e induzir a formacéo
de tumores (LIPPINCOTT & LIPPINCOTT, 1969). JAMES et al., (1994) verificaram
gue feridas se constituem numa porta de entrada para Acetobacter diazotrophicus
em cana-de-acUcar, notando que grande numero de bactérias acumulavam-se

nas regides de ruptura de células de epiderme.
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3) ESTABELECIMENTO DE BACTERIAS NO INTERIOR DA PLANTA

3.1) BACTERIAS FITOPATOGENICAS: a grande maioria das bactérias
fitopatogénicas sdo parasitas facultativos, possuindo mecanismos versateis de
sobrevivéncia fora da planta hospedeira. Quando em interacdo com a planta,
estirpes virulentas da bactérias iniciam o processo de patogénese, penetrando na
planta hospedeira em sitios especificos proximos ou com acesso facilitado ao
local de estabelecimento da doenca. Tomemos como exemplo os patovares de
Pseudomonas syringae. Este grupo de patégenos é geralmente hospedeiro-
especifico e caracteristicamente coloniza o mesofilo foliar, eliciando sintomas de
clorose elou necrose que em muitos casos é atribuida a excre¢do de toxinas
(GROSS & CODY, 1985). Estas bactérias penetram no limbo foliar através da
abertura estomética, colonizam a camara sub-estomatica e 0s espacos
intercelulares das células do mesdfilo, secretando toxinas de agédo especificas,
gue comprometem a integridade da membrana plasmatica e o metabolismo
celular. A dispersao da bactéria se da pela multiplicacdo excessiva no mesdfilo e
posterior exsudacdo de colbnias através da abertura estomética com a acdo de
chuvas e vento. A grande maioria destas bactérias sobrevivem como epifitas
(DURBIN, 1982; MITCHELL, 1981). Como um segundo exemplo podemos citar a
etiologia do agente causal da murcha bacteriana, P. solanacearum, uma bactéria
com um amplo espectro de hospedeiros (BUDDENHAGEN & KELMAN, 1964). P.
solanacearum tem como sitio de infeccdo a regido da extremidade radicular e as
juncdes de raizes secundarias. A partir desses sitios de penetracdo, a bactéria
multiplica-se nos espacos intercelulares das células do coértex, invade o
parénquima vascular e finalmente acessa 0s vasos do protoxilema através da
degradacdo da parede celular ( WALLIS & TRUTER, 1978; VASSE et al., 1996). O
interior do limem dos vasos € bloqueado pela multiplicacdo da bactéria e sintese
de exopolissacarideos, que impedem o transporte da dgua e nutrientes para a

parte aérea. Com a morte da planta hospedeira, a bactéria pode sobreviver
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saprofiticamente no solo e na rizosfera de plantas residentes (BUDDENHAGEN &
KELMAN, 1964; TANAKA & NODA, 1973).

Como podemos perceber pelos dois exemplos acima, em muitos casos,
os sitios de infeccdo estdo relacionados com o local de estabelecimento da
bactéria no interior da planta. Diferentemente de parasitas obrigatérios, estes
organismos possuem uma fase patogénica (no interior da planta hospedeira) e
uma fase saprofitica (que envolve um mecanismo especifico de sobrevivéncia).
Parasitas obrigatérios como sdo inaptos em sobreviver na auséncia do
hospedeiro, devem manter relacdes patogénicas mais sofisticadas e duradouras
com a célula vegetal.

3.2) BACTERIAS ENDOFITICAS: bactérias endofiticas possuem ciclo de vida
similar a bactérias fitopatogénicas, diferindo obviamente destas por ndo induzirem
sintomas de doenca na planta hospedeira e muitas das vezes promovendo um
efeito benéfico (QUISPEL, 1992). Estudos envolvendo bactérias endofiticas séo
muito recentes na literatura cientifica. Um namero emergente de pesquisadores
tem investigado mais detalhadamente seu papel ecoldgico e possiveis aplicacdes
praticas deste tipo de interacdo (DOBEREINER, 1992; DOBEREINER et al., 1993;
SPRENT & JAMES, 1995; WEI et al., 1991). Embora exista um nimero grande de
relatos mostrando que bactérias diazotroficas podem ocorrer no interior das raizes
(SCHANK et al., 1979; BALDANI et al., 1986; LEVANONY et al., 1989), uma das
grandes lacunas no conhecimento dentro desta linha de pesquisa esta na
definicdo dos sitios de infeccdo, estabelecimento e atividade de bactérias
endofiticas. Neste sentido estudos de anatomia e microscopia ganham um espaco
importante. Em uma revisao recente SPRENT & JAMES (1995) dentro de um
enfoque anatbmico, discutem as regibes anatbmicas mais aptas a abrigar
bactérias diazotroficas endofiticas. Abaixo, serdo discutidos os mecanismos de
infeccdo e estabelecimento das principais bactérias fixadoras de nitrogénio

associadas a gramineas.
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3.2.1) Azospirillum spp.: as bactérias pertencentes ao género Azospirillum séo
conhecidas por formar associa¢des benéficas com um grande numero de plantas:
Dentre os efeitos positivos explorados estdo a promocéao do crescimento radicular
(acdo hormonal), incremento na absorcdo de nutrientes e a fixacao bioldgica de
N, (PATRIQUIN et al., 1983). Existe no meio cientifico muita discussao quanto a
classificacdo das bactérias do género Azospirillum como endofitos facultativos ou
bactérias rizosféricas. As dividas emergem em parte da capacidade de algumas
estirpes em colonizar o interior das raizes, enquanto que outras colonizam
apenas a superficie. BALDANI et al. (1987) trabalhando em condi¢cdes de campo
com plantas de trigo inoculado com diferentes estirpes de Azospirillum, concluiram
através de métodos de esterilizacdo superficial de raizes e contagem do numero
mais provavel que a estirpe homoéloga de A. brasilense Sp 245 (isolada de trigo)
colonizou o interior das raizes e incorporou mais nitrogénio nas plantas que a
estirpe heterdloga A. brasilense Sp 7 (isolada da rizosfera de Digitaria sp.),
incapaz de colonizar o interior da raiz. SCHLOTER et al., (1994) trabalhando com
as estirpes Sp 245 e Sp 7 em trigo, utilizando técnicas de imunofluorescéncia e
anticorpos monoclonais, chegaram as mesmas conclusées. Ademais, existem
relatos escassos de isolamento de Azospirillum na parte aérea.

A grande maioria dos estudos de adesao, infeccdo e colonizagéo
concentram-se na interacdo entre gramineas e Azospirillum. Dois tipos da
associacoes radiculares tem sido descritas, uma a nivel de superficie e outra
interna. No primeiro caso, a bactéria coloniza indistintamente toda a superficie
radicular formando pequenos agregados, algumas vezes embebidas no mucigel e
raramente coloniza a superficie dos pélos radiculares (BERG et al., 1979; UMALI-
GARCIA et al.,1980). O modo de adesdo a planta se da por meio de ataque
apolar (raramente polar), onde podem estar envolvidas estruturas fibrilares
ancorando a bactéria a célula vegetal e estabelecendo ligacdo entre células da
bactéria (LEVANONY et al.,, 1989). No caso de uma associacdo endofitica,

Azospirillum coloniza os espacos intercelulares das células da epiderme e do
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cortex radicular na zona de elongamento e formacao de pélos radiculares, porém
ndo invade o tecido vascular nem o interior das células. Nesta regido ndo se
observa o envolvimento de estruturas de ancoragem, com a bactéria se
apresentando aparentemente livre em micrografias eletrbnicas de transmissao
(PATRIQUIN et al., 1983; LEVANONY et al., 1989). Na regiao meristeméatica, onde
nao sdo observados espacos intercelulares, a bactéria ndo é observada. Os sitios
de infeccdo sdo zonas de emergéncia de raizes secundéarias (PATRIQUIN &
DOBEREINER, 1978) embora alguns autores especulem também sobre o
envolvimento de um mecanismo ativo, no qual a bactéria degrada a lamela média
da camada de células epidérmicas, penetrando no interior da raiz (PATRIQUIN &
DOBEREINER, 1978). Esta hipétese é subsidiada apenas pela detec¢do de
atividade pectinolitica em Azospirillum (UMALI-GARCIA et al., 1980).

3.2.2) Azoarcus sp.: a bactéria diazotrofica Azoarcus ocorre em nameros
elevados no interior das raizes de “Kallar grass” (Leptochloa fusca) em condi¢cbes
naturais no Pasquistdo (REINHOLD et al., 1986). Esta planta é altamente tolerante
a salinidade, alcalinidade e alagamento do solo, crescendo como pioneira e
produzido muito bem em solos de baixa fertilidade (MALIK et al., 1980). Estudos
de infeccdo sob condi¢cbes gnotobidticas demonstraram que a bactéria coloniza
todas regides de desenvolvimento da superficie radicular e o interior das regides
mais velhas das raizes, as quais apresentavam um aerénquima bem
desenvolvido. Nesta regido, colénias bacterianas estabeleceram-se na parede
celular interna das células do aerénquima. A bactéria ndo coloniza o tecido
vascular, apenas a regiao do cortex e provavelmente penetra no interior da planta
de modo similar a bactérias de género Azospirillum, via juncdes de células
epidérmicas e zonas de emergéncia de raizes laterais (REINHOLD & HUREK,
1988). Em condi¢des naturais, Azoarcus forma estruturas encapsuladas contendo
colonias bacterianas intimamente associadas a parede celular do aerénquima. A
organizacao da bactéria em grandes agregados e a aparente ocorréncia de um

envelope, poderiam gerar um ambiente de baixa pressdo parcial de O,, ideal para
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fixacdo bioldgica do nitrogénio (REINHOLD & HUREK, 1988). A colonizacao do
aerénquima de plantas de Spartina alterniflora pela bactéria diazotrofica
Campylobacter sp. ja foi demonstrada por meio de MET em plantas vegetando em
campo (McCLUNG et al., 19833, b).

3.2.3) Acetobacter diazotrophicus: A. diazotrophicus € uma bactéria diazotrofica
endofitica tolerante a acidez e que cresce em meio rico em sacarose, ocorrendo
naturalmente em raizes, colmos e folhas de plantas acumuladoras de acucar
como batata doce (Ipomea batatas), capim elefante (Pennisetum purpureum) e
principalmente de cana-de-acucar (hibridos interespecificos de Saccharum),
sendo isolada de diversas regibes produtoras de cana-de-agucar do mundo
(DOBEREINER et al., 1988; PAULA et al., 1991; LI & MACRAE, 1991; REIS et
al.,1994). Os primeiros estudos no sentido de elucidar os sitios de infecgéo e
colonizacdo do interior da planta hospedeira por A. diazotrophicus foram
conduzidos por JAMES et al. (1994), que definiram a regido meristematica
radicular e as zonas de emergéncia de raizes secundarias como os sitios de
entrada da bactéria para o interior das raizes. A penetracdo ocorre através de
células frouxamente arranjadas da coifa e do meristema ou através de fendas
produzidas pela emergéncia de raizes laterais. Aos 15 dias ap6s a inoculacéo, a
bactéria foi observada no interior dos vasos do xilema associada a deposicdo de
parede secundéria, na regido basal do colmo. Os autores sugeriram que A.
diazotrophicus coloniza a planta inteira via corrente xilematica transpiratoria e que
os vasos do xilema do colmo de plantas de cana-de-aclUcar adultas,
principalmente na regido do no, sdo 0s sitios mais provaveis para fixacao
bioldgica de nitrogénio. Recentemente, DONG et al., (1994) relataram a ocorréncia
natural de A. diazotrophicus nos espacos intercelulares das células do cértex da
regido do entre-no de colmos da variedade Ja 60-5 e discutiram sobre as
implicacdes fisiolégicas da presenca da bactéria no apoplasto, relatando que
nesta regido, além do suprimento adequado de carbono, com teores de acucar

entre 12 a 30% (CANNY, 1995) existe uma troca dindmica de solutos entre os
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espacos intercelulares e as células parenquimaticas que poderiam favorecer a
rapida remoc¢do do nitrogénio fixado pela bactéria.

A colonizacao dos vasos do xilema por A. diazotrophicus, proposta por
JAMES et al., (1994) foi amplamente questionada por DONG et al., (1997)
baseado em estudos anatdmicos e ensaios de translocacdo de corantes,
particulas de latex e de uma suspensao de células de A. diazotrophicus nos vasos
do xilema de plantas adultas da variedade Ja 60-5. Baseado na demonstracéo da
impossibilidade de translocacdo de solutos (por exemplo acucar) do apoplasto
para o interior do tecido vascular, na reacdo de defesa da planta hospedeira a
presenca da bactéria nos vasos e na descontinuidade dos elementos de vaso, 0s
autores concluiram que o lumen dos elementos de vasos do xilema ndo seria um
habitat adequado a bactéria endofitica A. diazotrophicus.
3.2.4) Herbaspirillum spp.: o género Herbaspirilum contém duas espécies
fixadoras, H. seropedicae e H. rubrisubalbicans, ambas caracterizadas como
bactérias diazotréficas endofiticas ocorrendo predominantemente em gramineas
(OLIVARES et al.,1996). De mesma forma que A. diazotrophicus, poucos estudos
tem enfatizado a localizacdo da bactéria no interior da planta. OLIVARES et
al. (1993) em ensaios de fitopatogenicidade, verificaram que apdés inoculacao
artificial da parte aérea, estirpes de H. rubrisubalbicans colonizaram os elementos
de vasos do protoxilema e metaxilema de plantas de sorgo (S. bicolor) e cana-de-
acucar (Saccharum hyb.). BALDANI (1996) a partir de cultivos gnotobi6ticos,
investigou o processo de infeccao e colonizacdo de plantas de arroz (Oriza sativa)
por Herbaspirillum spp., observando que as bactérias colonizaram o interior das
raizes, localizando-se principalmente nos espacos intercelulares da camada de
células imediatamente abaixo da epiderme e raramente presente no interior das
células do cortex. A superficie radicular foi amplamente colonizada e em alguns
casos a extremidade do pélo radicular abrigava microcolénias. De modo similar ao
observado para Azospirillum spp. (BASHAN et al., 1991), microfibrilas parecem

estar envolvidas na adesdo de Herbaspirillum spp. a superficie radicular de
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plantas de arroz.

3.2.5) Burkholderia sp.: isolada originalmente de plantas de arroz e inicialmente
conhecida como *“bactéria E" (OLIVEIRA, 1992) esta bactéria diazotréfica
endofitica despertou maior interesse a partir do desenvolvimento do meio JMV
semi-soélido (BALDANI, 1996), sendo descrita sua ocorréncia em cana-de-agucar,
batata doce, mandioca, além do arroz (BALOTA, 1994; BALDANI, 1996).
Utilizando o mesmo sistema gnotobidtico descrito acima, BALDANI (1996)
verificou que Burkholderia colonizou macicamente a rizosfera de plantas de arroz.
As juncdes entre células epidérmicas foram os sitios de penetragdo. A partir da
infeccdo, as bactérias multiplicaram-se nos meatos celulares, movendo-se em
diregcéo e colonizando os vasos do xilema. A autora relata a aparente auséncia de
reacdo patogénica.

3.2.6) Outras bactérias diazotréficas: a bactéria diazotréfica Pantoea
agglomerans sin. Enterobacter agglomerans em experimentos de inoculagéao de
trigo (Triticum aestivum L.) e cevada, tem demonstrado potencial para incremento
de produtividade em regides temperadas (RUPPEL et al., 1989). Em experimentos
conduzidos sob condi¢cbes axénicas, plantas de trigo foram inoculadas com
estirpes de P. agglomerans e a interacdo planta-bactéria monitorada utilizando
microscopia eletrénica de transmissao (MET) e a técnica de ELISA (RUPPEL et
al., 1992). Neste ensaio, P. agglomerans colonizou e multiplicou-se na superficie e
no interior das raizes, colmos e folhas, mantendo um relacionamento endofitico
com a planta hospedeira, obviamente sem aparentemente induzir os mecanismos
de defesa. A bactéria foi observada na superficie e no interior das raizes,
ocorrendo nos meatos celulares da regido do cortex em microcolénias e no
interior dos vasos do xilema como células isoladas acumuladoras de granulos de
polihidroxibutirato (PHB) e polifosfato (PP). Na regido meristematica, P.
agglomerans colonizou apenas a superficie radicular. Em colmos e folhas, a
bactéria foi encontrada na superficie das células da epiderme e associadas a

células guarda dos estbmatos, sempre ocorrendo como células isoladas. Ademais
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a bactéria estava presente nos espacos intercelulares das células do mesdfilo e
vasos do xilema.

Alcaligenes faecalis é uma bactéria predominante da microflora
diazotréfica presente nas raizes de arroz de solos alagados da China (JIA et
al., 1989). YOU et al. (1991) descreveram a interacdo intima entre A. faecalis e
plantas de arroz sob cultivo alagado. A bactéria coloniza rapidamente e
aleatoriamente a superficie do eixo radicular, formando uma camada de 50-100
um e mais tardiamente a regido do mucigel. No interior das raizes, multiplica-se
nos meatos das células da epiderme, cortex e interior da célula, fixando
nitrogénio mesmo na presenca de amonio.

Klebsiella spp. tem sido relatadas como rizobactérias associativas de
gramineas e diversos cereais em regides tropicais e temperadas (BOONJAWAT
et al., 1991). A adesé@o de Klebsiella sp. estirpes R15 e R17 ao pélo radicular e
células da epiderme das raizes de plantas de arroz foi observada depois de 2
horas da inoculagéo e o papel de lectinas e do EPS bacteriano foi documentado,
sendo importante no estabelecimento de interagfes planta-bactéria mais efetivas.
Apos 36 horas, estruturas de aparéncia fibrilar envolveram as bactérias em
pequenas microcolbnias na superficie das raizes, as quais apresentavam
atividade de reducao de acetileno que BOONJAWAYT et al. (1991) denominaram

“micronodulos”.
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OBJETIVOS

Este capitulo da tese teve como objetivo descrever o processo de
infeccdo e colonizacéo de plantulas de cana-de-acucar por bactérias diazotréficas
endofiticas do género Herbaspirillum, utilizando como modelo experimental
plantulas obtidas através do processo de micropropagacdo e cultivadas sob
condicdes controladas, aliado a técnicas de microscopia 6tica e eletrbnica para
avaliacdo temporal e espacial da interacdo bactéria-planta e técnicas

imunoldgicas para identificacdo da bactéria “in situ”.
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MATERIAL E METODOS

CARACTERIZACAO DA QUALIDADE DOS ANTICORPOS PRODUZIDOS PARA

Herbaspirillum seropedicae e H. rubrisubalbicans

PRODUCAO DO ANTISORO:

Para a producédo dos antisoros seguiu-se o procedimento relatado por
Reis et al. (1997) sendo utilizadas como antigenos das células intactas das
estirpes bacterianas de H. seropedicae (267 e HRC 54) e H. rubrisubalbicans (M4
e HCC103) crescidas em frascos contendo 50 ml de meio DYGS (RODRIGUES
NETO et al., 1986) contendo em g.I": glicose, 2,0; peptona bacterioldgica, 1,5;
extrato de levedura, 2,0; K,HPO,, 05 MgS0,.7H,0, 0,5; acido glutamico, 1,5 e
pH 6,0 por 24 horas. As células foram centrifugadas a 5000 rpm por 15 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido em 3 ml de agua
destilada estéril, sendo mais uma vez centrifugado a 5000 rpm por 10 minutos.
Este processo de lavagem foi repetido trés vezes. Apds a ultima centrifugacao, a
massa de bactérias foi ressuspendido em 3ml de agua destilada estéril e tratada
termicamente a 90 °C por 30 minutos para inativacdo e eliminacédo das proteinas
flagelares. Tomou-se 1 ml da suspensao de bactérias e misturou-se com 0,5 ml
do adjuvante completo de Freund e 0,5 ml de adjuvante incompleto, usando-se
Iml da mistura para inoculacao via sub-cutanea em cinco pontos diferentes da

linha dorsal de coelhos da raca Nova Zelandia (primeira imunizacao). As
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imunizacdes subsequentes foram feitas utilizando 1 ml do antigeno aplicado via
intramuscular na coxa, sem a adi¢do de adjuvante, a intervalos variando de 7 a 10
dias. Ap6s a segunda imunizacdo foram colhidas as primeiras amostras de
sangue dos coelhos, em média 10 ml de sangue obtidos do terco superior da
orelha dos coelhos, utilizando para tal uma seringa hipodérmica descartavel. O
material coletado permaneceu no interior da seringa sendo deixado a temperatura
ambiente na bancada do laboratério por 24 horas. Decorrido este periodo,
observou-se uma clara separacao de fases, uma grande massa sélida coagulada
contendo principalmente hemécias e uma fase liquida, o plasma sanguineo, que
foi separado cuidadosamente, centrifugado por duas vezes a 2000 g por 10
minutos para remocdo do precipitado contendo particulas sdlidas e
posteriormente colocado em banho maria a 55 °C por 30 minutos para inativagao
de proteinas que compdem o sistema complemento. Ao final deste processo o
soro foi identificado e estocado em frascos de vidro estéril na geladeira para
serem posteriormente testados quanto a sua reatividade e especificidade em

testes de ELISA.

PURIFICACAO DE ANTICORPOS POLICLONAIS EM COLUNA CONTENDO
PROTEINA A:

Antes da utilizacdo em ensaios imunologicos, os antisoros produzidos
contra H. seropedicae estirpes (267 e HRC 54) e H. rubrisubalbicans estirpes (M4
e HCC103) foram purificados por passagem em coluna contendo proteina A
extraida de Staphylococcus aureus embebida em agarose. O método baseia-se
na afinidade especifica da proteina A pela fracdo IgG do antisoro, responséavel
pela resposta especifica aos antigenos e eliminacdo de imunoglobulinas
inespecificas (IgM, IgA, IgD e IgE). Desse modo, 1 ml de Tampéo de ligacao ( 50
mM Tris; 100 mM NacCl; 0,00056% Tween 20; pH 8,0, ajustado com HCI
concentrado) foi eluido através de coluna ABICAP Protein A com intuito de lavar e
promover o equilibrio da coluna para as condi¢des reinantes no tampdo. Em

seguida aplicou-se 1 ml do soro diluido 1:10 em Tampé&o de ligacdo e monitorou-
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se a concentracdo de proteina eluida por meio de sua absorbancia a A=280nm
utilizando um espectrofotémetro UV-1201 (SHIMADZU). O material eluido da
coluna foi continuamente descartado até que os valores de absorbancia
estabilizassem proximo de zero. Isto significa que imunoglobulinas nao-
especificas e outras proteinas foram lavadas, sendo necessaria a aplicacdo de
até 2 ml de tampdo para completar o processo. Na etapa final foi adicionado Iml
de Tampdo de diluicdo (100mM Glicina; 0,0005% Tween 20; pH 2,7), e as
imunoglobulinas IgG foram eluidas da fase estacionaria (proteina A em agarose),
sendo recolhido em frascos de vidro estéril, ao qual foram adicionados 250 pl de
tampdo PBS pH 7,0 e 1,25 ui de azida sddica armazenado em geladeira até o
momento dos testes. A concentracdo total de proteina apos a purificacdo do
antisoro foi estimada baseada na seguinte relagcdo, D.O.( A = 280nm) = 1 .0 - este

valor indica uma concentracdo de 0,8 mg de proteina. miL,

PROCEDIMENTO PARA O METODO DE ELISA:

O procedimento para o método de ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) adotado foi o chamado ELISA indireto, segundo
metodologia proposta por LEVANONY et al., (1987) com algumas modificagbes. O
teste ELISA foi utilizado para verificar o titulo (nas seguintes diluicdes do antisoro
primario: 1:10, 1:50, 1:100, 1:500, 1:1000, 1:2000 e 1:5000) e o nivel de reagdo
cruzada do soro purificado, testado contra 25 bactérias de espécies diferentes,
todas crescidas em meio LB contendo em g.I'": triptona 10g, extrato de levedura
59 e NaCl 5g por 24 horas. O método ELISA consistiu do crescimento das
estirpes bacterianas em meio DYGS a 30°C por 24 horas a 150 rpm,
centrifugagao a 2000 g por 3 minutos de 1 ml do crescimento e ressuspensdo em
1 ml de tampao carbonato-bicarbonato 50 mM pH 9,6. Em seguida foi feito o
ajuste da concentracdo do antigeno para uma densidade 6tica (D.O.) iguala 1,0 +
01 lida no comprimento de onda A = 436 nm. Os pocos das placas de ELISA
foram entdo impregnadas com 50 uyl do antigeno calibrado e incubadas em

geladeira por um periodo de 16 a 18 horas. Decorrido este periodo, 0s poc¢os
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foram lavados uma vez com solucdo de lavagem [solucdo tampao PBS (g.I"):
NaCl - 8,0; KCI - 0,2; Na,HPO, 2H,0 - 14; KH,PO, - 0,2 + 0,05% Tween 20 +
0,5% BSA] e as reagdes inespecificas foram bloqueadas utilizando como solugéo
de bloqueio, soro albumina bovina (BSA solucdo 3% em PBS) por um periodo de
30 minutos a 37 °C ou de forma opcional por 1 hora a temperatura ambiente.
Adicionou-se 50 ul do anticorpo purificado por pogo na diluicdo adequada ao tipo
de ensaio, geralmente 1:1000 (anticorpo primario) incubando-se a placa por um
periodo de 30 minutos a 37 °C e a seguir lavou-se por trés vezes utilizando-se
200 pl de solugéo de lavagem por pogo. Adicionou-se entdo 50 yl do anticorpo
secundario (imunoglobulinas IgG de cabra conjugadas com enzima peroxidase
produzidas contra imunoglobulinas de coelho) diluido na proporcdo de 1:250 em
solucdo de lavagem. Incubou-se por 45 minutos a 37 °C e lavou-se 0s po¢os com
solucdo de lavagem por 5 vezes. Por fim, adicionou-se 100yl de Signal ABTS
(Tampédo para ABTS, solucédo estoque: 1,679 de tampdo para ABTS em 10ml de
H,O destilada; solucdo para o substrato: diluicdo do tampao para ABTS 1:10 em
H,O destilada e acrescentado de 1 mg. mi'L de ABTS). As leituras de absorbancia
apés desenvolvimento da reacdo, foram realizadas utilizando um
espectofotbmetro TiterTek Uniskan (Flow Laboratories) dotado de um filtro de
interferéncia de 405 nm e os dados armazenados e processados pelo programa

AUTOmate versao 2.20.

EXPERIMENTO 1: INFECCAO E COLONIZACAO DE PLANTULAS
MICROPROPAGADAS DE CANA-DE-ACUCAR POR ESTIRPES DE
Herbaspirillum “IN VITRO”.
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CONDICOES DE CRESCIMENTO, BACTERIAS E INOCULACAO:

O experimento foi conduzido em camara de crescimento a temperatura
de 25 + 2 °C e um fotoperiodo de 12 horas com 3000 lux de iluminag&o. As
plantulas de cana-de-acUcar da variedade SP 70-1143 isentas de microrganismos
foram obtidas a partir do cultivo do meristema apical do colmo, através da técnica
de microprogacéo descrita por HENDRE et al. (1983). O material foi mantido de
50 a 60 dias em meio MS completo (MURASHIGE & SKOOG, 1962) para
desenvolvimento da parte aérea e das raizes. Posteriormente, as plantulas foram
individualizadas sob condi¢cbes estéreis, e transferidas para frascos de vidro
contendo 50 ml de meio MS modificado, sem hormonios e diluido dez vezes
(tabela 1) como descrito por REIS (1994). Os tratamentos constaram de 4
estirpes, sendo duas de H. seropedicae (267, HRC54) e duas de
H. rubrisubalbicans (HCC103, M4), 4 colheitas (1, 2, 4 e 7 dias ap0s a inoculagéo)
e 2 repeticdes. O inoculo foi preparado a partir do crescimento das bactérias em
meio liquido DIGYS (RODRIGUES NETO, 1986) por 24 horas a 30 °C a 140 rpm,
centrifugando-se 5 ml do crescimento bacteriano e ressuspendendo-se em 5 ml
de solucéo salina (NaCl 0,85%). Desse material tomou-se 0,1 ml e inoculou-se
nos frascos contendo plantulas individualizadas crescendo em 50 ml de MS
modificado. O nuamero inicial de bactérias imediatamente apds a inoculagao,
estimado através de diluicbes seriadas e contagem de colénias em placa
contendo meio batata foi expresso em UFC. ml'l, sendo de 2,24 x 105 para Z67,
1,12 x 10° para M4, 7,0 x 10° para HRC54 e 1,03 x 10° para HCC103.

CONTAGEM DE BACTERIAS NA PLANTA:

O numero de bactérias na raiz (expresso em log n° de bactérias por
cm) e o numero de bactérias na parte aérea (expresso em log n° de bactérias por
g de parte aérea) foi estimado tomando-se amostras de raizes de 5 cm de
comprimento e amostras da parte aérea de 1 g (peso da matéria fresca) de todos
tratamentos e para todas as épocas de colheita. As amostras foram lavadas

abundantemente em agua destilada, desinfestadas superficialmente com
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Cloramina-T solucdo 1% por 1 minuto e lavadas em solucdo tampéao fosfato 100
mM pH 7,0 por 5 minutos. A seguir, as amostras foram trituradas em 9 ml de
solucédo salina contendo 1/4 dos sais utilizados na composi¢cdo do meio NFb,
diluidas seriadamente até 10° e inoculadas em meio JNFb semi-sélido (BALDANI
et al., 1992), utilizando 3 repeti¢des por diluicdo. Os frascos foram incubados a 30
°C por 7 dias, decorrido este periodo foi feita avaliacdo do crescimento da
bactéria, caracterizado pela presenca de uma pelicula branca na superficie do
meio e identificada de acordo como descrito por BALDANI et al. (1996). O numero
de bactérias foi obtido pela consulta a tabela de McCrady para 3 repeticbes por

diluicdo e os valores obtidos sofreram transformacao logaritmica.

MICROSCOPIA OTICA E ELETRONICA DE TRANSMISSAO:

Amostras de raizes e da parte aérea de cana-de-acucar var. SP 70-
1143 de todos os tratamentos e todas as épocas de colheita foram imediatamente
seccionadas em segmentos de 0,5 a 1,0 cm de comprimento por 0,1 a 0,3 cm de
largura (raizes), 0,3 a 0,5 cm de espessura (colmos) e de 0,1 a 0,5 om? (limbo
foliar). As secdes foram obtidos utilizando uma gilete nova através de cortes a
mao livre sobre uma placa de parafina e com as amostras embebidas em tampao
fosfato. Os segmentos foram lavados duas vezes em solugcdo tampao fosfato 50
mM, pH 6,8 e fixadas em solucdo de glutaraldeido 2,5 % em tampé&o fosfato por
24 horas a temperatura ambiente (fixacdo priméria). As amostras foram
preparadas para microscopia 6tica e microscopia eletrénica de transmisséo (MET)
de acordo com JAMES et al. (1994) com pequenas modificacdes. Apos a fixacao
primaria, as amostras foram lavadas por trés vezes em tampéo fosfato para
remocdo do glutaraldeido residual e desidratadas em série etandlica crescente
(15, 30, 50, 60, 70, 80, 90, 100 % etanol em agua v/v), permanecendo por 15
minutos em cada mistura. Amostras destinadas a MET foram pos-fixadas por 1
hora e m solucédo de tetréxido de osmio 1% em agua, lavadas por trés vezes em
tampéo fosfato e s6 entdo sofreram desidratacdo em séria etandlica crescente.

Apoés a desidratacdo as amostras foram embebidas em resina acrilica “LR White
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medium grade” (London Resin Company, UK) durante um periodo de 7 dias,
sendo mantidas em geladeira para infiltracdo da resina. Amostras pos-fixadas em
0smio, sofreram duas trocas de resina dentro do intervalo de 7 dias.
Subsequentemente, amostras individuais foram cuidadosamente transferidas com
pinga fina para capsulas transparentes de gelatina contendo resina, orientadas
para obtencéo de cortes transversais, longitudinais ou paradérmicos e postas a
polimerizar em estufa a 60 °C por um periodo de 18 horas. As capsulas
polimerizadas foram selecionadas, levadas a lupa do ultramicrétomo e lapidadas
a mao utilizando uma gilete nova para obtencdo de blocos de forma trapezoidal
contendo a amostra. A partir destes blocos foram obtidas sec¢des semi-finas (0,7 -
1 Jm) e secoes ultra-finas (60 - 80 nm) utilizando um ultramicrotomo Reichert-
Jung Ultracut E e facas de vidro preparadas em um Knife maker Il Reichert-Jung.
Secdes semi-finas para observacdo ao microscopio otico foram coletadas em
laminas de vidro contendo uma gota de agua fixadas em placa metélica aquecida
e imediatamente coradas com azul de toluidina solucao 0,1% preparada a partir
de uma solucdo contendo 1% de azul de toluidina e 1% de tetraborato de sédio
(bérax) em agua, sendo entdo examinadas em um microscoépio 6tico Olympus
modelo BH2 (Micronal). Cortes seriadas foram preparados como descritos acima
e 0 numero e espessura total dos cortes registrada no aparelho de contagem
serial (Counter Reichert-Jung). Sec6es ultra-finas para observacdo ao MET foram
recolhidas em grades de cobre hexagonais de 200 ou 300 mesh, cobertas com
uma fina camada de filme plastico de nitrocelulose, piroxilina (solu¢do 2% em
amil-acetato) ou de forma opcional em filme de polivinil formol, formvar 15/95
(Shawinigan Resins Corporation, Springfield, Massachusetts, USA) solucao 0,3%
em cloroférmio, postas para secar sobre papel de filtro e posteriormente
contrastadas em acetato de uranila solu¢éo 5% em agua por 10 minutos e citrato
de chumbo solucdo 0,2% em NaOH 0,01N por 7 a 10 minutos (REYNOLDS,
1963), postos a secar em placas de petri com papel de filtro por 1 hora e entéo
examinados em um microscoépio eletrénico de transmissdo Zeiss modelo EM 900
(Carl Zeiss).
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MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA:

Amostras de raizes, colmos e folhas de cana-de-acucar de todos os
tratamentos foram transportados ao laboratério, processadas e fixadas em
glutaraldeido e tetroxido de osmio de mesma forma como descrito para amostras
preparadas para MET. Apds a fixacdo com tetroxido de osmio, as amostras foram
lavadas por trés vezes em tampéo fosfato e desidratadas em série etandlica
crescente (15, 30, 50, 60, 70, 80, 90, 100% etanol em &gua), permanecendo por
15 minutos em cada mistura e posteriormente, em série acetdnica crescente (15,
30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100% acetona em etanol). Em seguida, amostras
selecionadas foram transferidas para o equipamento Critical Point Drying
Apparatus (Mod E 300, Bio Rad), onde se efetuou a secagem completa das
amostras pela substituicdo da acetona por gas carbonico liquido mantido a alta
pressdo. Em seguida transformou-se o CO, liquido em CO; gasoso pela aplicacao
de uma temperatura de 36 °C e pressdo de 70 atm (ponto critico de secagem para
o CO3), no qual ocorre mudanca de fase sem adicdo de calor no sistema e
reducdo dos danos de tenséo superficial associadas a evaporacao, resultando em
um espécime completamente seco. Apos este procedimento, as amostras foram
cobertas com uma pelicula de ouro visando aumentar a condutividade eletronica,
utilizando o Automatic Sputter Coater E5200 (Bio Rad), aplicando-se uma
corrente de 18 mA e tempo de deposicao de ouro de 240 segundos, o que fornece
em teoria uma cobertura em torno de 300 nm de espessura. Finalizado este
processo, as amostras foram observadas em microscopio eletrénico de varredura
Stereocan 200 (Cambridge Instrument) utilizando uma voltagem de trabalho de 15
a 25KV. Os resultados de frequéncia de adesdo foram obtidos utilizando se¢des
de raizes um dia apos a inoculagcdo com as estirpes de Herbaspirillum spp.,
preparadas para MEV e variando de 0,2 a 0,5 cm de comprimento. As raizes
foram divididas em trés regidbes de desenvolvimento radicular: Regido 1: zona
meristematica; Regido 2: zona de elongamento e diferenciacdo e Regido 3: zona

de formacdo de pélos radiculares. Os valores percentuais foram obtidos pela
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observacdo aleatdria da presenca ou ndo de bactérias aderidas a superficie
radicular em 25 segmentos de 100 pm de comprimento (medidos através do

sistema de medicdo do MEV) das diferentes regides.

IMUNOMARCACAO COM PARTICULAS DE OURO PARA MET:

Sec¢des semi-finas ndo osmificadas foram selecionadas e preparadas
para MET, sendo processadas de acordo com método descrito anteriormente.
Desse modo, secdes ultrafinas (70-80 nm) foram recolhidas em grades
hexagonais de niquel de 200 mesh cobertos com filme piroxilina para
imunomarcagao com ouro e postas para secar em placa de petri sobre papel de
filtro. Todas as etapas seguintes foram conduzidas utilizando como suporte uma
tira de Parafilm M (American can company) e uma pinc¢a anti-magnética fina para
manipulacdo das grades. A etapa inicial bloqueio das reagdes inespecificas,
consistiu em flutuar a grade com a face contendo a corte sobre a superficie de
uma gota (50 ul) de solugéo de bloqueio IGL em g. I (soro albumina bovina BSA -
10; tween 20 -10; diluidos em PBS) por um periodo de 1 hora. Em seguida as
grades foram incubadas a 4 °C em uma gota (50 pl) de anticorpo primario, diluido
1:400 em tampdo PBS por um periodo de 15 a 18 horas e lavadas
cuidadosamente por 30 segundos em agua destilada estéril utilizando uma
pisseta. Apds a lavagem, as grades foram imersas em uma gota (40-50 M) de
anticorpo secundario diluido 1:100 em solucdo IGL por um periodo de 4 horas a
temperatura em torno de 20 a 25 °C. Este consiste de anticorpos produzidos em
cabra contra IgG de coelho conjugados com particulas de ouro de 15 nm de
diametro (Auto Probe LM, Amersham, UK). Ao fim desse processo, as grades
foram lavadas em agua destilada estéril com pisseta e totalmente imersas em
uma gota de IGL. Repetido este procedimento por trés vezes dentro de um
periodo de 5 minutos, as grades foram postas a secar sobre papel de filtro e
contrastadas com acetato de uranila sol. 5% e citrato de chumbo sol. 0,2% por 2
minutos, estando prontas para observacdo ao microscoépio eletrbnico de

transmissao. A reagdo € visualizada ao MET pela deposicao de pontos negros
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(particulas de ouro) em regibes da secdo que expdem os determinantes
antigénicos para o qual o soro foi produzido. Foram utilizados dois tipos de
controle para o ensaio de imunomarcagcdo com ouro, 0 primeiro controle com
grades contendo secdes similares ao tratamento teste a qual foi aplicada solucao
de bloqueio (controle IGL) em substituicdo ao anticorpo primario e o segundo
controle consistiu da aplicacdo do soro do coelho antes da imunizagdo com

estirpes de Herbaspirillum spp. (controle pré-imune).

IMUNOMARCACAO COM PARTICULAS DE OURO PARA MICROSCOPIA
OTICA:

Secdes semi-finas (0,7-1 um) ndo osmificadas obtidas no ultramicrotomo
foram colocadas em uma gota de agua sobre laminas de microscopio novas
cobertas com solucao de gelatina 1% em agua e fixadas a temperatura em torno
de 40 °C As laminas contendo os cortes foram entdo colocadas em cémara
Umida, sendo cobertas por solucdo de bloqueio IGL (composi¢cao citada acima)
por 1 hora a temperatura ambiente. Em seguida, ap0és rapida lavagem em agua,
foi aplicado o antisoro primario diluido 1:400 e o material foi incubado em camara
Umida por 15 a 18 horas a 4 °C. Utilizando boxes de vidro, as se¢6es foram entéo
lavadas em solucao de lavagem (1% tween 20 em PBS) e agua destilada estéril
por 5 minutos em cada e secas com papel absorvente. Em seguida,foram
aplicados 40-50 ul de anticorpo secundario conjugado com particulas de ouro de
5 nm, diluido 1:100 em solucéo IGL por um periodo de 4 horas a temperatura em
torno de 20 a 25 °C sob camara umida. Decorrido este periodo as laminas foram
novamente lavadas em solucéo de lavagem e agua destilada estéril por 5 minutos
e postas para secar, encerrando assim 0 processo de imunomarcacgao. Para
visualizacdo ao microsc Opio 6tico marcou-se as particulas de ouro com prata
utilizando o kit Intense SE BL Silver Enhancement (Laboratory Janssen Life
Sciences Products) de acordo com método descrito por VANDERBOSH et
al., (1989). Resumidamente, o método consistiu na mistura 1:1 do inibidor e

estimulador, colocando-se ent&o 45 pl da misturas sobre as se¢cdes em lamina. A
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reacdo de deposicdo de prata coloidal sobre as particulas de ouro foi monitorada
ao microscoépio otico utilizando a lente objetiva de 40 aumentos, e o tempo ideal
de deposicéo especifica ficou em torno de 9 a 10 minutos a temperatura de 22 a
25 °C. Decorrido este periodo, as laminas foram imediatamente lavadas como
descrito anteriormente, secas e coradas com uma solucdo 0,01% de azul de
toluidina, sendo entédo observadas ao microscépio 6tico. A reacgéao foi visualizada
pela deposicdo de um precipitado preto opaco ao redor das particulas de ouro
conjugadas ao anticorpo secundario. Foram utilizados dois tipos de controle para
0 ensaio de imunomarcag¢ao com ouro e revelacdo a base de prata, o primeiro
controle com laminas contendo se¢bes similares ao tratamento teste a qual foi
aplicada solucéao de bloqueio (controle IGL) em substituicdo ao anticorpo primario
e 0 segundo controle consistiu da aplicacdo do soro do coelho antes da

imunizagdo com estirpes de Herbaspirillum spp. (controle pré-imune).

FOTOGRAFIA E REVELAC}AO:

Secbes preparadas para microscopia otica foram fotografadas em um
microscopio 6tico Olympus BHS modelo BH2 equipado com um sistema
fotografico modelo PM-10ADS (Olympus) contendo um corpo de exposicao
automatica para ajuste de foco e dioptria, camara C-35AD de 35mm acoplada a
uma unidade de controle de exposi¢cao automética modelo PM-CBAD, iluminacdo
do tipo Koehler e lampadas de halogénio de 12V e 100W, condensador
aplanético-acromatico modelo BH2-AAC com regulagem de abertura numérica
variando de 0,1 a 1,4 e lentes objetivas do tipo SPlan Apocromaticas (correcéo
fina da aberracdo cromatica e curvatura de campo com elevada abertura
numeérica). Fotomicrografias 6ticas em preto e branco foram obtidas sem uso de
filtro azul, utilizando a unidade de controle de exposicdo no modo automatico,
ASA 100, FORMAT 35 mm, AJUSTE DE EXPOSIQAO 1 e RECIPROCIDADE 1 e
4, respectivamente para os filmes dianegativos Technical Pan Estar-AH Base
(Kodak) ou Neopan SS ASA 100 (Fuiji). Foi utilizado o revelador HC-110 cuja

solucéo estoque foi preparada diluindo o contetdo da embalagem (473 ml) em
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1418 ml de agua. Procedeu-se do seguinte modo, despejou-se todo contetudo da
embalagem em um frasco, lavou-se a embalagem com 118 ml de agua e
adicionou-se ao frasco, em seguida 1300 ml de agua e estocando-se a
temperatura ambiente. A solucdo estoque tem vida Gtil de no maximo 2 meses. A
solucao de trabalho foi obtida por diluicdo da solucdo estoque na proporcéo de
1.7 em &gua As condicfes de revelacdo para o Technical Pan e o Neopan foram
as mesmas com tempo de revelacdo de 9 minutos a uma temperatura de 21 °C.
Apés a revelacao, os negativos foram lavados por 2 minutos em agua corrente e
imediatamente fixados por 10 minutos em Fixador Kodalith (Kodak). Para preparo
de 300 ml de solucéo fixadora e reforgadora (suficiente para um filme negativo
dentro do boxe de revelacao), tomou-se 75 ml da parte A (Tiosulfato de amonia
sol. 40%) e diluiu-se em 150 ml de agua. Ap6s agitacdo vigorosa adicionou-se 15
ml da parte B (Acido sulfurico sol. 11%), agitou-se novamente e completou-se
para o volume final de 300 ml. Apds a fixacdo, os negativos foram
abundantemente lavados em 4gua corrente, posto s em solucéo detergente por 1
minuto, lavados em agua corrente novamente e postas para secar, estando assim
prontos para serem passados para o papel fotografico. Os negativos foram
passados para papel fotografico utilizando um ampliador modelo S69 (Fuji) e uma
lente objetiva com distancia focal de 75 mm. A abertura do diafragma, tempo de
exposicdo e tempo de revelagéo foram alterados de acordo com as condi¢des do
negativo. O papel fotografico utilizado foi o Kodak Kodabromide Paper disponivel
para 4 niveis de contraste (F1, F2, F3 e F4) e o revelador Dektol Kodak (Sulfato
de P-metilaminofenol sol. 3%, hidroquinona sol. 6%, carbonato de sodio sol.
50%) preparado a partir da diluicdo 1:3 de uma solugdo estoque obtida por
adicdo paulatina do contetido do pacote (730 g.I'"') em 4,5 litros de agua a
temperatura entre 32 e 38 °C e agitacdo continua até a completa dissolucao
completando para um volume final de 5 litros. Fotomicrografias de microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) foram obtidas do mesmo modo e com 0S mesmos
materiais descritos acima. Slides coloridos de secdes preparadas para

microscopia 6tica foram obtidas utilizando diapositivos Ektachrome ASA 64 Kodak
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daylight (Reciprocidade 3) e o equipamento fotografico acima descrito, alterado
apenas pela colocacdo de dois filtros de densidade neutra ND e um filtro de cor
(filtro azul tipo LBD2) e regulagem da temperatura de cor utilizando o médulo de
temperatura de cor PM-CTR. Os filmes coloridos foram revelados em firmas
comerciais. Fotomicrografias eletronicas de transmissao foram obtidas utilizando
um MET Zeiss EM 900 e negativos KodaK EM Film 4489 (ESTAR Thick Base)
com dimensdes de 6,5 x 9,0 cm, tempo de exposicdo de 2,5 segundos e
densidade de elétrons de 2,5, com abertura maxima (60um)ou intermediaria
(90um), inseridas na objetiva. Os negativos foram revelados utilizando revelador
D-19 para autocontraste cuja composicao em g.l'1 € de: (metol - 2,2; sulfito de
sadio - 96; hidroquinona - 8,86; carbonato de sddio - 56; brometo de potéassio - 5),
preparados a partir de 700 ml de 4gua destilada aquecida a 50 °C, colocando os
reagentes em sequéncia, agitando e completando para 1 litro. O tempo de
revelacdo foi de 2 minutos e 30 segundos a 20 °C. Apoés revelacdo, os negativos
foram lavadas rapidamente em agua e imediatamente fixados por 10 minutos,
sendo entdo lavados abundantemente em agua, secos e copiados em papel

fotografico, como descrito para filmes em preto e branco.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

CARACTERIZAC,‘AO DOS ANTICORPOS POLICLONAIS PURIFICADOS:

A utilizacdo bem sucedida de técnicas imunoldgicas aplicadas ao estudo
da interacdo entre bactérias e plantas é absolutamente dependente da qualidade
do antisoro policlonal produzido. A qualidade por sua vez esta vinculada a
experiéncia de quem produz o antisoro, da formulagcéo, do modo de aplicagéao e
propriedades antigénicas dos antigenos, do controle sanitario das cobaias e dos
métodos de colheita e purificagdo do antisoro. ldealmente o soro imune deve
possuir um balanco apropriado entre especificidade e sensibilidade, adequada a
cada tipo de trabalho. No presente estudo, anticorpos policlonais produzidos
contra células totais das bactérias: Herbaspirillum seropedicae estirpes Z67 e
HRC54 e H. rubrisubalbicans estirpes M4 e HCC103 foram inicialmente aquecidos
para inativacao de proteinas que compdem o sistema complemento (euglobulinas
combinadas a carboidratos e fosfolipideos) e em seguida eluidos através de
coluna contendo proteina A, na qual foi descartada a fracdo contendo IgA, IgM,
IgE e outras proteinas ndo imunogénicas, obtendo-se entdo a fracdo contendo
IgG. Ao final do processo de purificagéo foram observados os seguintes valores de
proteinas totais nos extratos contendo 0s antisoros: Z67 -- 0,6272 mg.ml"; HRC4
-- 03920 mg.ml'; M4-- 08226 e HCC103 -- 0,5280 mg.ml"' Obviamente, existiu
uma reducéo da concentracdo de proteinas durante o processo de purificacdo do
soro, tendo em vista a eliminacdo de proteinas ndo imunogénicas e
imunoglobulinas inespecificas (IgA, IgM, IgE). Estas estdo envolvidas na resposta

genérica a antigenos, sendo indesejaveis quando se busca maior especificidade.
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Ja na classe das imunoglobulinas IgG, produzidas pelo sistema imune mais
tardiamente e predominantes como elemento circulante do plasma sanguineo a
partir da segunda imuniza¢cdo, encontram-se imunoglobulinas mais especificas
para biomacromoléculas presentes na superficie da bactéria, sendo entéo
desejaveis para estudos de imunodeteccgdo.

De posse dos antisoros purificados, uma série de parametros foram
investigados no intuito de avaliar a qualidade dos mesmos. As figuras 1, 2, 3 e 4
representam respectivamente, a reatividade dos anticorpos IgG anti-Z67, IgG anti-
HRC54, 1gG anti-M4 e IgG anti-HCC103, medidos através da absorbancia a 405
nm de comprimento de onda, em diferentes diluicbes do IgG (1:100, 1500,
1:1000, 1:5000, 1 :10000; 1:20000 e 1:50000) contra uma concentracao
padronizada dos antigenos especificos para cada soro (D.O. = 1,0 a A =436 nm).
Obviamente com o aumento da diluicdo das IgG, ocorre uma queda proporcional
nos valores de absorbancia, tendo em vista a diminuicdo no nimero de complexos
antigeno-anticorpo formados. Tal comportamento ndo foi observado na passagem
da primeira para a segunda diluicdo, que pode ser explicado, pois trata-se de um
fenbmeno comun em ensaios imunoenzimaticos conhecido como efeito pro-zona.
Se um excesso de anticorpos € adicionado a uma suspensao bacteriana, seus
sitios antigénicos poderdo ser, de tal forma cobertos por anticorpos que a reacao
(formagéo dos complexos) é em parte inibida. A esse efeito de interferéncia da-se
o nome de efeito pro-zona. Analisando ainda as figuras 1, 2, 3 e 4, verificamos que
0s soros produzidos reagiram até a diluicao 1:50.000 com valores de absorbéancia
acima do controle. Os controles do ensaio (brancos) constaram de po¢cos sem
antigeno, sem o conjugado primario ou sem o secundario. Os maiores valores de
branco foram tomados como valores de referéncia, abaixo do qual as reacdes
foram consideradas negligenciaveis.

O critério adotado para definicdo do titulo do antisoro foi a diluicao
maxima do soro imune que ndo promoveu um decréscimo significativo na
reatividade, comparada com o controle. E importante ter em mente que diluicdes
crescentes de IgG tendem a promover um aumento de especificidade associada a

gueda de sensibilidade. Tal efeito paradoxal deve ser sempre considerado na
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H. seropedicae

Grafico 1: Z67
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Figuras 1-4: Determinacdo do titulo dos antisoros policlonais produzidos contra
H. seropedicae (Z67, HRC54) e H. rubrisubalbicans (M4, HCC103).
Os valores obtidos sdo média de 3 repeticdes.
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definicdo do titulo do antisoro, sendo fortemente dependente do objetivo que o
pesquisador quer atender em seus estudos. Por exemplo, em ensaios de deteccéo
“in situ” onde a concentracdo do antigeno é variavel, e que uma série de sitios
antigénicos podem aumentar consideravelmente as reagBes inespecificas,
recomenda-se trabalhar com diluicdes do IgG um pouco menores aquelas
utilizadas em ensaios com cultura pura da mesma bactéria. Dentro deste contexto
e associado a analise dos gréficos, adotou-se para os antisoros a diluicdo de
1 :1000 como titulo ideal nos imuno-ensaios de deteccdo de Herbaspirillum spp.
em secbes de plantas preparadas para microscopio 6tico e eletrbnica de
transmissédo. A discussao acima € valida para os quatro antisoros produzidos.
Nas figuras 5 e 6, podemos observar os valores para nivel minimo de
deteccdo das bactérias utilizando os antisoros purificados 267, HRC54, M4 e
HCC103, diluidos na proporcéol :1000 e diluicbes seriadas das bactérias variando
de 10* a 10® células.mI’. Podemos perceber que foram necessarias acima de 5 x
1 0° a 5 x 1 0° células.ml™ para que ocorresse uma deteccéo positiva. Os niveis de
deteccdo obtidos sdo satisfatorios para Herbaspirillum spp. no presente estudo,
ademais os valores apresentados encontram-se apenas um pouco abaixo da
média daqueles apresentados na literatura. LI & MACRAE (1992) desenvolveram
um ELISA indireto especifico para identificacdoe enumeracdo de Acetobacter
diazotrophicus e encontraram um limite de deteccdo de 10° células.ml”, similares
aqueles encontrados por LEVANONY et al. (1987) trabalhando com Azospirillum
brasilense estirpe Cd. Valores de limites de deteccéo tdo baixos como 102e 10°
células.ml” foram encoritrados por MARTENSSON et al. (1984) e NAMBIAR &
ANJAIAH (1985) trabalhando com bactérias do género Rhizobium até valores
acima de 107 células.ml’ de Pseudomonas sp. estirpe H8 (BARRAQUIO et
al.,1986). Dependendo da proposta de trabalho, o limite de detec¢do do soro-
imune pode ser fator limitante. Entretanto, embora tal parametro seja uma
caracteristica intrinseca do soro-imune, alguns artificios metodolégicos podem
contribuir para aumento da sensibilidade do antisoro. LEVANONY & BASHAN,
(1990) desenvolveram o método ABELISA (“Avidin-Biotin Complex Incorporation

into Enzyme-Linked Immunosorbent Assay”) que baseia-se na formacéo do



Figura 5: H. seropedicae
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Figuras 5 e 6: Nivel minimo de detec¢do dos antisoros produzidos contra H. seropedicae estirpes Z67 e
HRC54, e H. rubrisubalbicans estirpes M4 e HCC103. Os valores apresentados
representam média de 3 repeticdes.



191

complexo de alta afinidade avidina-biotina e caracteriza-se pelo acoplamento de
moléculas de biotina no anticorpo secundério (biotinilacdo) e pela ligacéo
covalente de avidina (glicoproteina) a enzima. A biotina ligada ao anticorpo
secundario mantém sua afinidade por avidina. Visto que a avidina tem quatro
sitios de ligacéo para biotina e que multiplas moléculas de biotina podem se ligar
ao anticorpo, desse modo o anticorpo biotinilado pode ligar-se a mais de uma
molécula de avidina, propriedades estas que indicam potencial para amplificacao
do sinal e consequente aumento do limite de detecgao, que neste caso atingiu 10%
células.mlI’. Uma outra alternativa para deteccdo de nimeros baixos da bactéria
foi proposta por BASHAN et al. (1991 b) trabalhando com Azospirillum brasilense
estirpe Cd. Estes autores acoplaram o método tradicional de ELISA a amostras
cultivadas por um curto periodo de tempo em meio de enriquecimento. Um método
bastante sensivel para deteccdo de bactérias em baixos numeros é a
imunoflorescéncia, que pode detectar até mesmo uma Unica célula bacteriana
(SCHLOTER et al., 1993). A técnica de imunofluorescéncia baseia-se na
combinacéo de anticorpos secundarios a fluorocromos (corantes fluorescentes) e
observacdo da formacdo do complexo em amostras levadas ao microscopio
equipado com fonte de luz ultravioleta. A técnica é favorecida pela sensibilidade e
especificidade das rea¢fes imunoldgicas aliada a precisdo e contrastes nas
observagdes fornecidos pela microscopia o6tica de fluorescéncia (DIEN et al., 1977;
SCHANK et al., 1979).

Outro parametro importante para subsidiar os estudos subsequentes de
imuno-deteccao foi a determinacao da especificidade dos antisoros purificados na
diluicdo da IgG 1:1000. Esta foi determinada através de testes de reacdo cruzada
contra um amplo espectro de bactérias envolvendo fixadores de nitrogénio,
fitopatdbgenos da cana-de-acgUcar, bactérias do solo e rizosfera entre outras num
total de 13 espécies e 40 isolados. Os resultados da reacdo cruzada encontram-se
na Tabela 1 e os valores obtidos foram expressos em percentual de reacéo
cruzada, adotando-se como 100 % os valores de D.O. obtidos para as estirpes
gue deram origem ao antisoro. Segundo SCHLOTER (comunicagao pessoal) para

valores acima de 20% recomenda-se pos-tratamento do soro para eliminacéo da
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Tabela 1 - Reatividade cruzada dos anticorpos policlonais contra H. seropedicae
HRC54 e Z67e H. rubrisubaibicans HCC103, testados contra 40 estirpes de 13
géneros diferentes. { média de 3 repeticdes).

ESPECIE PERCENTAGEM DE REAGAO CRUZADA
BACTERIANA (%)
SORO HRC54 | SOROHCC103 | SORO Z67

Arthrobacterium citreus 1a 3,96 5,80 11,90
Escherichia coli k12 0,0 0,0 570
Octhrobacter Isol 1a 6,55 14,50 25,80
Pseudomonas PSIA12 6,98 17,60 2260
Pseudomonas rubrilineas 1BSBF774 4,95 18,25 nd
Xanthomonas albilineans \BSBF740 2,70 410 nd
Acetobacter diazotrophicus PR2 7,80 8,90 nd
Acetobacter diazotrophicus PAL 5 5,20 7,60 nd
Rhizobium R39 st 2,16 11,68 18,00
Azospirillum lipoferum Sp59 3,50 8,40 16,60
Burkholderia brasiliensis M130 6,20 7,75 nd
Burkholderia brasifensis M209 5,20 6,50 nd
Azospirillum brasilense Sp7 1,40 0,0 11,40
H.seropedicae Z87 89,30 2,60 100,0
H.seropedicae HCC102 125,00 8,60 71,30
H.seropedicae HRC 52 105,6 8,40 nd
H.seropedicae HRC 54 100,00 16,10 68,90
H.seropedicae HRC 55 85,44 5,97 nd
H.seropedicae HRC 80 95,62 6,60 nd
H.seropedicae HCC100 95,20 2,35 nd
H.seropedicae HCC102 98,08 4,30 nd
H.seropedicae SR Gord3 117,40 12,40 63,60
H.seropedicae RLgord3 84,0 6,12 nd
H.seropedicae SRdig3 92 16 7,22 nd
H.seropedicae RLdig(3) 112,20 18,60 80,60
H.rubrisubalbicans M4 4,20 149,00 19,20
H.rubrisubalbicans B-4362 3,45 98,80 nd
H.rubrisubalbicans HCC103 2,99 100,00 14,40
H.rubrisubalbicans HRC 51 2,20 118,00 18,00
H.rubrisubalbicans HPD1 35,00 710 34,70
H.rubrisubalbicans IBSBF 175 97 755 nd
H.rubrisubalbicans M5 524 31,60 nd
H.rubrisubalbicans M1 12,50 40,55 nd
Herbaspiritlum sp. ISOL 1 97 .10 1550 83,70
Herbaspirillum sp.1SOL 8 75,62 3,45 nd
Herbaspiriflum sp.ISOL 11 92,96 5,02 nd
Isolado Herba-like GSF T1 8,64 14,30 2011

"' Nao determinado
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reacdo cruzada. Obsetvando os valores contidos na tabela 1, podemos concluir
que os antissoros HRC54 e HCC103 apresentaram reacgéo cruzada negligenciavel
contra as 11 espécies bacterianas testadas, porém reagiram com diversas estirpes
de suas respectivas espécies. Desse modo podemos concluir que a especificidade
destes soros para as condi¢cdes especificadas no ensaio ELISA encontra-se ao
nivel de espécie, de modo que o soro anti-HRC54 reconhece todas as estirpes de
H. seropedicae e o soro anti- HCC103 reconhece especificamente diversas
estirpes de H. rubrisubalbicans, excec¢do para a éstirpe HPDL1.

Analisando ainda a tabela 1, podemos perceber que o antissoro Z67
apresentou graus mais elevados de reacdo cruzada, atingindo valores criticos
para Octhrobacter e Pseudomonas. Tal soro sofreu um pods-tratamento para
eliminacéo da reagdo cruzada com ambas bactérias conhecido como purificacao
por afinidade. O método consistiu na pré-incubacao do soro com uma suspensao
concentrada da bactéria que primeiramente se desejou eliminar as reacdes
cruzadas por 2 horas, agitando vagarosamente, com posterior centrifugacéo e
recolhimento do sobrenadante. Este procedimento foi feito primeiramente para
Pseudomonas sp. estirpe PSIA12, onde eliminou-se por completo as reagoes
cruzadas (dados ndo mostrados). Tal procedimento repetido 2 a 3 vezes, aumenta
a especificidade do soro, porém, de outro reduz substancialmente a sensibilidade,
visto que vai ocorrendo uma diminuicdo da populacéo de anticorpos.

Os antisoros produzidos foram utilizados para imuno-deteccao de
bactérias em secdes ultra-finas de amostras preparadas MET, através da técnica
de imuno-ouro (ver capitulo 4, figuras 5B, 5D, 10A). Como pode ser observado,
grande parte dos epitdpos esta localizado na matriz de lipopolissacarideos (LPS) e
exopolissacarideo (EPS). Tal fato ndo parece ser surpresa, ja que o procedimento
para producdo do anticorpo residiu na injecdo de células bacterianas intactas
mortas, e desse modo os epitopos de superficie sdo prontamente acessiveis ao
sistema imune da cobaia. No estudo conduzido por LEVANONY & BASHAN
(1989b) utilizando imuno-ouro e MET. ficou igualmente demonstrado que
antigenos especificos de Azospirillum brasilense estirpe Cd localizavam-se na

camada de EPS que envolvia cada célula e em proteinas flagelares.
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Em uma variante da imunomarcagao com ouro, se¢des semi-finas (1 um)
embebidas em resina LR White, foram posteriormente tratadas com prata coloidal
(“Immunogold with silver enhacement technique”), uma técnica introduzida por
DANSCHER (1981) que possibilita observar amostras ao microscopio 6tico (neste
capitulo, figuras 12C e 13D). A combinacdo de ferramentas imunologicas com
técnicas de anatomia vegetal e microscopia 6tica e eletrbnica de varredura e
transmissdo podem revelar detalhes exatos da interacdo planta-bactéria,
associada a identificacdo especifica dos microrganismos observados ou mesmo
de biomacromoléculas alvos importantes na interacdo. Pelo seu amplo potencial
de resposta, a técnica de imuno-ouro combinada com MET poderia ser mais
explorada no estudo da interacdo planta-bactéria. Um dos estudos pioneiros
envolveu a identificagdo da bactéria fitopatogénica Erwinia amylovora (VAN
LAERE et al.,, 1985). LEVANONY et al., (1989) utilizaram esta técnica para
localizac&o e identificacdo de Azospirillum brasilense Cd na superficie e no interior
das raizes de trigo em dois sistemas de cultivo, axénico e ndo-axénico. Estruturas
sub-celulares podem também ser localizadas através desta técnica. JAMES et
al. (1991) identificaram e quantificaram glicoproteinas envolvidas no controle da
difusdo de oxigénio no interior dos nédulos da leguminosa aquatica Neptunia
utilizando anticorpos monoclonais. A enzima nitrogenase foi imunolocalizada
através da mesma técnica em plantas de arroz e “kallar grass” inoculadas com a
bactéria fixadora de nitrogénio Azoarcus estirpe BH72, utilizando um anticorpo
policlonal produzido contra a subunidade dinitrogenase redutase obtida de
Rhodospirillum rubrum (HUREK et al., 1991). Em um estudo citoquimico muito
interessante, BOHER et al.,, (1995) descreveram as diferentes fases do
estabelecimento da patogénese de Xanthomonas campestris pv. manihotis em um
cultivar susceptivel de mandioca (Manihofis utilissima Pohn.), e monitoraram a
degradacdo de celulose e pectina na planta hospedeira por meio de anticorpos
monoclonais especificos para estes compostos. Todos estes trabalhos combinam
alto poder de resolugcéo das imagens ao MET com a deteccdo especifica e até
certo ponto semi-quantitativa dos ensaios de imunomarcacdo com ouro. No

entanto, para laboratérios ndo equipados com microscopio eletrénico, o técnica de
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imuno-ouro pode ser acoplada a amplificacdo do sinal com ions de prata e
visualizacdo ao microscopio Otico (DANSCHER, 1981; DANSCHER &
NGORGAARD, 1983). VANDEN BOSCH (1986) estudando o metabolismo do
nitrogénio em nodulos de soja (Glicine max), utilizaram esta técnica de
imunomarcacéao para deteccdo da enzima uricase. REINHOLD & HUREK (1988b),
interessados em entender o processo de infeccdo de raizes da planta de “Kallar
grass” [Leptochloa fusca (L.) Kunth] por estirpes de Azoarcus, utilizaram o imuno-
ouro com revelacdo com prata, ressaltando ‘as vantagens desta técnica com

relacdo a imunofluorescéncia.

EXPERIMENTO I: INFECCAO E COLONIZACAO DE RAIZES DE CANA-DE-
ACUCAR POR ESTIRPES DE H. SEROPEDICAE E H. RUBRISUBALBICANS:
SISTEMA IN VITRO.

MEIO DE CRESCIMENTO E CONTAGEM DE BACTERIAS NA PLANTA
As vias de infec¢do e modo de colonizacdo de raizes de cana-de-agucar
por Herbaspirillum spp. foram investigadas utilizando como sistema modelo
plantas micropropagadas de cana-de-acUcar da variedade SP 70-1143 cultivadas
sob condi¢cbes de laboratério de acordo com REIS (1994). Neste sistema, as
plantas foram crescidas em meio MS diluido dez vezes (MURASHIGE & SKOOG,
1962) por 7 dias. De acordo com a composicdo do meio utilizado (tabela 2) e
sabendo-se que Herbaspirillum néo utiliza sacarose como fonte de carbono e,
podemos pressupor que o macronutriente que mais limita o crescimento da
bactéria é o carbono (5,14 g.I"" de C como &cido citrico). Considerando que todo
carbono adicionado seja utilizado pela bactéria para crescimento e multiplicacao,
uma perda de carbono média da ordem de 40 % por respiragdo, um namero inicial
de bactérias de 1 x 10° células.ml™ e uma taxa de assimilagdo de carbono de 0,1
mg por tempo de geracao (calculado em funcdo do peso seco médio de uma
bactéria), podemos por aproximacado de calculo sugerir que dentro de 24 horas a

bactéria torna-se dependente do carbono sintetizado e exsudado pela planta. Tal
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aspecto é interessante no estudo da interacao bactéria-planta, ja que tornaria a
bactérias dependente do metabolismo de carbono da plantula.

Observando as figuras 7 e 8, podemos concluir que existe um
incremento no nimero de bactérias presentes nas raizes e na parte aérea das
plantulas de cana de acUcar a partir da data de inoculacdo. Sete dias apds a
inoculacdo, o numero de bactérias presentes no interior das raizes variou entre 5,5
x 1 0° e 7,2x 107 células por cm de raiz e na parte aérea variou na ordem de 4,5 x
10® a 9,5 x 10° células por g de parte aérea. Os nimeros observados s&o pelo
menos 100 vezes maiores que aqueles obtidos em plantas de cana-de-agucar
crescendo naturalmente em campo, o que pode ser explicado pelas condigdes
altamente favoraveis a multiplicacdo das bactérias. Tal sistema de inoculacao foi
desenvolvido por REIS et al. (1994) com o intuito de assegurar a reintroducao de
bactérias diazotroficas em plantulas livres de microrganismos, obtidas através de

micropropagacéao.

Tabela 2- Composicdo do meio MS 1/10 em termos de macronutrientes.

MACRONUTRIENTES CONCENTRACAO mg. I'
Carbono na forma de: sacarose 771,96
Acido citrico 514
Nitrogénio 84,03
Potassio 73,96
Calcio 12,12
Magnésio 3,64
Fosforo 3,87
Enxofre 8,96

ESTUDOS AO MICROSCOPIO OTICO E ELETRONICO DAS VIAS DE
INFECCAO E MODO DE COLONIZACAO DAS RAIZES DA CANA-DE-
ACUCAR.

Estudos de adesdo radicular: a interagdo entre as raizes de cana-de-agucar e
Herbaspirillum foi estudada através da amostragem ao longo de diferentes tempos
apos a inoculagdo de segmentos de raizes de cana-de-acUcar variando de 0,2 a

0,5cm de comprimento, oriundos das diferentes regides anatdmicas de
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Figura 7- Contagem de H. seropedicae estirpes 267 e HRC54 e H.
rubrisubalbicans estirpes M4 e HCC103 em raizes de plantulas de
cana-de-agucar var. SP 70-1143 em um sistema monoxénico aos 1,
4 e 7 dias apés a inoculacédo (valores expressos em log n° células

cm raiz1 ).
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Figura 8- Contagem de H. seropedicae estirpes Z67 e HRC54 e H.
rubrisubalbicans estirpes M4 e HCC103 na parte aérea de plantulas
de cana- de - acucar var. SP 70-1143 em um sistema monoxénico
aos 1, 4 e 7 dias ap6s a inoculacao (valores expressos em log n°

células g parte aérea'l).
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desenvolvimento do eixo radicular, preparados para observacdo ao microscopio
eletrbnica de varredura (MEV). Um dia ap0s a inoculacao das plantas cultivadas
em meio liquido, a bactéria foi observada colonizando aleatoriamente todo eixo
radicular (Figura 10A). Na figura 9, podemos notar que a distribuicédo de frequéncia
de adesado das bactérias Herbaspirillum seropedicae e H. rubrisubalbicans nas
diferentes regides da superficie radicular de cana-de-acucar, 1 dia apos a
inoculagdo. Podemos concluir que independente da espécie de Herbaspirillum, e
apesar das bactérias colonizarem todo eixo. radicular, as regides de maior
frequéncia de adeséo foram as zonas de diferenciacdo e elongamento (Regiéo 2,
Figura 10C) e a zona de formacao de pélos radiculares (Regido 3, Figura 10D). J&
a zona meristematica (Regido 1) e a superficie dos pélos radiculares mostraram-
se como regides menos susceptiveis a adesao bacteriana. Na zona de
elongamento e diferenciacdo foram observadas as maiores frequéncias de
adesao, que podem ser explicados pelo fato das mesmas serem as principais
zonas de exsudacdo radicular, sendo cornumente colonizada por numerosos
microrganismos de rizosfera (ROVIRA, 1973).

As bactérias, aderidas a superficie das raizes e observadas através do
MEV, mediam 1,7 + 0,18um de comprimento e 0,43 + 0,07um de largura (H.
seropedicae) e 2,18 +0,39um e 040 + 0,04um (H. rubrisubalbicans).
Observacdes ao MEV, 1 d.a.i., permitiram ainda afirmar que as bactérias aderiram
a superficie da raiz por meio de ataque apolar em monocamada, raramente
formando agregados e quando comparadas com o controle ndo inoculado, todas
as plantas inoculadas com bactérias aparentemente produziram maior quantidade
de material de aspecto mucoso (Figura 10A e 10B). Em condi¢cbes experimentais
idénticas a descrita neste trabalho, A. diazotrophicus aderiu-se a superficie
radicular de cana-de-acucar de modo similar a Herbaspirillum. Entretanto, embora
A. diazotrophicus tenha colonizado todo eixo radicular, os principais sitios de
adesdo foram a zona meristematica e as junc¢des longitudinais entre células
epidérmicas e feridas (JAMES et al., 1994; REIS Jr. et al., 1995). LEVANONY et
al. (1989) trabalhando com plantulas de trigo (Triticum aestivum) crescendo

monoxenicamente em tubos de vidro com agua estéril e inoculadas com
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Figura 9 - Freqléncia de adesdao em diferentes regides da superficie radicular de plantulas de
cana-de-agucar var. SP 70-1143, 1 d.a.i. com estirpes de H. seropedicae (Z67 e HRC54)
e H. rubrisubalbicans (M4 e HCC103). (valores expressos em % de presenca da bactéria
em um total de 25 observagbes em segmentos de 100 mm de comprimento das
diferentes regifes por espécie bacteriana). Sendo, Regido 1: zona meristematica; Regiao
2: zona de elongamento e diferenciacdo e Regido 3: zona de formacgdo de pélos
radiculares.
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FIGURA 10

Figura 10A-D: Micrografias de adesdo radicular de Herbaspirillum spp. as raizes
de cana-de-acgucar cv. SP 70-1143.

Figura 10A: Fotomicrografia de microscopia eletrénica de varredura (FMEV) 1
d.a.i. com H. rubrisubalbicans (HCC103). As bactérias (seta) estdo aderidas a

superficie radicular em monocamada e ataque apolar. Observar deposicao de
material de aparéncia mucilaginosa na superficie da raiz (*), barra =5 pym.

Figura 10B: FMEV 1 d.a.i. com H. rubrisubalbicans (HCC103). Observar
ancoragem das bactérias a raiz por meio de fibrilas (setas), barra = 5 ym.

Figura 10C e 10D: Fotomicrografia de microscopia otica (FMO) de secdes
radiculares obtidas na zona de elongamento/diferenciacao e zona de formacgao de
pélos radiculares, respectivamente IOC e 10D, mostrando a adesdo de H.
seropedicae Z67 1 d.a.i. as células da epiderme (setas), barra = 10 pm.

Abreviacfes: Xilema (X), Cilindro vascular (Cv), Cortex (C) e Pélo radicular (p).
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Azospirillum brasilense estirpe Cd, observaram ao MEV que 1 hora apés a
inoculagdo a superficie radicular das zonas meristemética, de elongamento, de
diferenciacdo e de formacao de pélos radiculares foram aderidas pela bactéria.
Neste estudo, os autores descreveram que a estirpe Cd ancorou-se as células
epidérmicas por meio de um material fibrilar eletron-denso. Material idéntico em
aparéncia, foi também observado ligando células bacterianas adjacentes e
também ancorando Herbaspirillum spp. a superficie radicular no presente estudo
(Figura 10B). Todos os trabalhos citados, acima utilizaram o MEV como
ferramenta para estudo da ades&o a superficie radicular, valendo-se é claro do
poder de resolugdo do microscopio eletrénico de varredura (40-60 nm), aliado a
facilidade de descricdo e interpretacdo da imagem tridimensional gerada pelo
MEV. Entretanto, cabe ressaltar que devemos nos preocupar com os artefatos que
possam vir a ser introduzidos em estudos de descricdo de adesao utilizando o
MEV. Estes podem contribuir por divergéncia de descricdo observadas na
literatura, quando para uma mesma interacao bactéria-planta, utiliza-se um outro
método de estudo. Como exemplo podemos citar um trabalho recente de VANDE
BROEK et al. (1993), que utilizaram estirpes de A. brasilense expressando
constitutivamente o gene gusA (gene reporter GUS) para monitorar 0s passos
iniciais da interacdo entre Azospirillum e trigo. O autor descreveu como sitios
iniciais de colonizagdo (1 d.a.i.) a zona de emergéncia de raizes laterais e a zona
de formacao dos pélos radiculares, tanto em raizes primarias como secundarias.
Este padrdo difere um pouco daqueles relatados por BASHAN et al. (1986b) e
LEVANONY & BASHAN (1989a) para Azospirillum. Neste sentido, é sempre
interessante aliar dois ou mais métodos de estudo na descricdo de eventos como
adesdo, infeccdo e colonizagdo bacteriana. No presente estudo para
Herbaspirillum spp., foi utilizado apenas o MEV, porém observacfes preliminares
de OLIVEIRA (com pessoal), trabalhando com estirpes marcadas com uma fuséo
LacZ em um sistema controlado, revelaram que a bactéria apresenta

comportamento similar ao descrita neste estudo.
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Infeccdo e colonizacdo das raizes: a partir de 2 a 7 dias apds a inoculacao,
células de Herbaspirillum passaram a ser observadas mais freqiientemente em
duas regides, 1) pontos de emergéncia de raizes laterais (Figura 11A,11B, 12A) e
2) regides de ruptura das células da epiderme (ndo mostrado). Nestas regidoes as
bactérias aderiram-se inicialmente em monocamada de forma bastante especifica,
principalmente nas extremidades dos sitios de ruptura das células da epiderme
(Figuras 11 C, 11 D, 11E), e posteriormente com o processo de multiplicacdo, foram
observadas colbnias bacterianas colonizando as cavidades formadas pela ruptura
das células da epiderme (Figura 11F). A infeccdo das células do parénquima
cortical da raiz iniciou-se a partir desses sitios com a multiplicacdo massiva das
bactérias (12B, 12C, 120) e extenue-se através da multiplicacdo das bactérias
principalmente nos espacos intercelulares das células do cortex, supostamente em
todas as dire¢cbes (13A, 13B). Aparentemente, nenhuma estrutura da planta esta
envolvida na conducao das bactérias para o interior do cortex ou em direcdo ao
feixe vascular, sugerindo uma multiplicacdo livre no apoplasto. Secdes
transversais dos sitios de emergéncia de raizes laterais exibiram grande nimero
de bactérias colonizando os espacos intercelulares formados pela emergéncia das
raizes secundarias (12B, 12C e 12D). Algumas destas sec¢des foram incubadas
com anticorpos especificos, imunomarcadas com ouro e reveladas com prata,
mostrando claramente a colonizacdo massiva das juncdes de raizes secundarias
(Figura 12B, 12C). Secdes transversais tomadas um pouco acima destes sitios de
infeccdo, revelaram que muitos dos meatos celulares proximos ao cilindro central
foram ocupados por microcolénias (Figuras 13C, 13D, 13F), com algumas células
do cortex invadidas intracelularmente (13E, 13F, 14A). Sec¢8es semi-finas e ultra-
finas de raizes infectadas intracelularmente por Herbaspirillum spp. foram também
imunomarcadas com ouro e ou revelagcdo com prata. Os resultados do ensaio de
imunomarcacao confirmaram a identidade das bactérias observadas em secoes
coradas com azul de toluidina (Figuras 13C, 13D, 13E, 13F) e a avaliacao dos
controles permitiu concluir que ndo houve reacédo cruzada com os tecidos da
planta, apenas uma deposicéo negligenciavel de particulas de prata. Ainda nas

regides de emissdo de raizes laterais, associada a colonizagdo do cortex,



204

FIGURA 11

Figuras 11A-F: Fotomicrografias de raizes de cana-de-acucar cv. SP 70-1143.

Figura 11A: Fotomicrografia de microscopia eletrénica de varredura (FMEV)
mostrando visdo geral da zona de emergéncia de raizes laterais. Observar as
cavidades formadas pela ruptura das células do cértex e epiderme, barra = 100
Hm.

Figura 11B: FMO de sec¢do transversal da regido de emergéncia de raizes
laterais. Observar sitio de atragéo e infecgéo das bactérias (seta), barra = 20 ym.

Figura 11C, 11D, 11 E e 11F: todas FMEV das juncdes de raizes laterais 2 d.a.i.
com Herbaspirillum spp.. Observar adesdo e acumulacéo especifica de bactérias
poximas ou no interior da primeira camada de células abaixo da epiderme
rompida (*), barra = 25 pm, 10 ym, 5 pm e 25 pm, respectivo a 11C, 11D, 11E e
11~
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FIGURA 12
Figuras 12A-D: Fotomicrografias de raizes de cana-de-aglUcar cv. SP 70-1143.

Figura 12A: FMO mostrando H. seropedicae HRC54 2 d.a.i. Inicio da
multiplicagé@o da bactéria nas juncdes radiculares (seta), barra = 10 pm.

Figura 12B: FMO de secdo transversal da regido de emergéncia de raizes
laterais, incubada com anticorpos policlonais anti-H. rubrisubalbicans M4, seguido
de imunomarcacdo com ouro e precipitacdo com prata. Notar depdsitos escuros
indicando acumulacdo de H. rubrisubalbicans M4 (setas grandes e pequenas),
barra = 20 ym.

Figura 12C: FMO de secdo transversal da regido de emergéncia de raizes laterais
2 d.a.i. com H. seropedicae Z67, incubada com anticorpos policlonais anti-H.
seropedicae Z67, seguido de imunomarcacdo com ouro e precipitagdo com prata.
Notar depoésitos escuros indicando acumulacdo de H. rubrisubalbicans Z67 (setas
grandes e pequenas), barra = 20 ym.

Figura 12D: FMO de secado da regido de emergéncia de raizes laterais aos 2 d.a.i.
com H. seropedicae HRC54. Observar grande numero de bactérias (b)
colonizando as cavidades formadas pela emissdo de raizes laterais (setas), barra

=20 pm.

Abreviagbes: Cortex (C), Raiz secundéaria (RS) e Xilema (X).
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FIGURA 13

Figuras 13A-F. Fotomicrografias de colonizacdo do coértex de raizes de cana-de-
acucar cv. SP 70-1143 aos 4 dias da inoculacdo com H. seropedicae HRC54.

Figura 13A: FMEV mostrando H. seropedicae HRC54 multiplicande-se nos
espacos intercelulares das células do parénquima cortical, barra = 10 ym.

Figura 138: Magnificagdo da FMEV anterior, barra = 5 pm

Figura 13C: FMO de sec¢do transversal da raiz mostrando a colonizacdo dos
espacos intercelulares (seta pequena e cabeca de seta) e ocupacgao intracelular
das células do cortex(seta grande), barra = 20 pm.

Figura 130: FMO de secdo similar a anterior (fig. 13C), incubada com anticorpos
policlonais anti-H. seropedicae HRC54, seguido de imunomarcacdo com ouro e
precipitacdo com prata. Notar deposicdo de prata coincidente com os sitios de
ocupacdo de bactérias da FMO anterior (setas), corada com azul de toluidina,
barra = 20 pm.

Figura 13E. Fotomicrografia de microscopia eletrbnica de transmissdo (FMET)
mostrando a colonizacdo do interior da célula do cortex. As bactérias foram
imunomarcadas com ouro, barra = 1 ym.

Figura 13F. Detalhe da fig. 13D. Observar deposicdo de prata especificamente ao
redor do contorno da célula bacteriana (seta), barra = 10 pym.

Abreviagbes: Cortex (C), Raiz secundaria (RS), Epiderme (E), Espaco intercelular
(i) e Xilema (X).
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observou-se a colonizagdo dos vasos do xilema das raizes laterais (Figuras 14B,
14C), com as bactérias no interior do limem do vaso sendo reconhecida pela
técnica de imuno-ouro (Figura 14D).

Herbaspirillum spp. foram observadas no cilindro vascular com alta
frequéncia a partir de 4 dias apdés a inoculagdo, colonizando o0s espacos
intercelulares e infectando aparentemente intracelularmente algumas células do
parénquima Xxilematico associadas aos vasos condutores (Figura 15B, 15C). Neste
momento da interacdo, avaliando de sec¢des transversais seriadas ao microscopio
otico, tomadas a partir de juncBes de raizes secundarias até aproximadamente
1000 um acima, pressupde-se que a bactéria penetra no interior do feixe vascular
passivamente, em sitios onde esta ocorrendo a reorientacdo da endoderme na
zona de emergéncia de raizes laterais. Nestas zona, podemos perceber
claramente o progresso da bactéria do sitio de infeccdo, passando pelo cortex e
cilindro central. Histologicamente, o coértex é separado do tecido vascular pela
camada de células da endoderme. A parede celular da endoderme apresenta
pronunciada deposicdo radial de suberina e de acordo com BECKMAN (1987)
pode acumular compostos fendlicos, constituindo-se como uma barreira efetiva ao
avanco transversal de microrganismos, tal como observado no presente estudo
onde em nenhum momento foi observada ruptura da endoderme em plantas
infectadas com Herbaspirillum. Desse modo, para acessar o cilindro vascular,
Herbaspirilum deve invadir sitios na raiz onde a endoderme ndo esteja
completamente diferenciada (por exemplo, regibes prOximas ao meristema, que
ndo é o presente caso) ou esteja ocorrendo reorientacdo da endoderme (regides
de emergéncia de raizes laterais). A reorientacdo da endoderme ocorre porque, O
periciclo, que é a camada de células que origina a raiz lateral encontra-se anterior
a endoderme (ESAU, 1972). Desse modo com multiplicagdo celular e rompimento
da endoderme, sitios potenciais a penetracdo passiva para o interior do tecido
central sdo formados. Estes sitios sdo de curta duragcdo se fechando com o
processo de cicatrizacdo natural da planta. E interessante ressaltar que o sitio de
infeccdo no cilindro vascular é coincidentemente o sitio preferencial de

colonizacdo radicular (juncdes de raizes laterais) para Herbaspirillum.
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FIGURA 14

Figuras 14A-D: Fotomicrografias de raizes de cana-de-agUcar cv. SP 70-1143
aos 7 dias apos a inoculacdo com H. seropedicae Z67.

Figura 14A: FMET mostrando a colonizacdo intracelular das células do
parénquima cortical pelas bactérias (b). Observar presenca de material fibrilar (*),
barra = 2 pm.

Figura 148: FMO de se¢do longitudinal da raiz secundéria, mostrando a
colonizagcédo dos vasos do xilema (setas), barra = 20 um.

Figura 14C: FMET da se¢do anterior (fig. 14B) mostrando as bactérias (b)
colonizando o limem dos vasos do xilema (x), barra = 2 pm.

Figura 14D: Magnificagdo da FMET fig. 14C com as bactérias (b) marcadas com
ouro, apés a incubacdo com anticorpos policlonais anti-HRC54, barra = 500 nm.

Abreviacdes: Raiz secundaria (RS), Epiderme (E), Espaco intercelular (El) e
Xilema (X).
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Observando secdes transversais obtidas de 100 a 200 ym acima destes
sitios de acesso ao feixe vascular, notamos a presenca de colbnias de bactérias
no feixe vascular e a auséncia de bactérias no cortex (Figura 15A), 0 que sugere 0
deslocamento ascendente destas bactérias a partir destes sitios. A velocidade de
deslocamento da bactéria H. seropedicae estirpe HRC54 foi estimada nos
espacos intercelulares das células do parénquima vascular por meio da contagem
de secles seriadas e registro da espessura, chegando-se a um valor aproximado
de 350 pm por dia. A possibilidade de bactérlas presentes nos espacos
intercelulares do cértex penetrarem no tecido central rompendo ativamente a
camada de células da endoderme parece pouco provavel, embora ndo deva ser
descartada.

Herbaspirillum spp. foram ainda observados na base do colmo aos 7
dias apo6s a inoculacdo, colonizando células de parénquima associadas aos feixes
vasculares, bem como vasos do xilema (Figuras 16B, 16C). A presenca de
bactérias nos espacgos intercelulares e no interior de células do parénquima
xilematico vizinhas a vasos do xilema do tecido vascular de raizes (Figuras 158,
15C), associados a micrografias de MO e MEV (Figuras 14B, 14C, 16B, 16C)
sugerem que o estabelecimento no interior dos vasos do xilema seria a principal
via de dispersdo e colonizagdo da parte aérea de plantas de cana-de-aglcar por
diazotroficos endofiticos do género Herbaspirillum como relatado para A.
diazotrophicus (JAMES et al., 1994). Porém, neste trabalho, a despeito das
micrografias mostrando Herbaspirillum no interior dos vasos do xilema, ndo foi
possivel localizar com precisdo o sitio exato no qual a bactéria primeiramente
penetrou dentro do vaso do protoxilema. InformacBes relativas aos estagios
iniciais da colonizacdo vascular por bactérias fitopatogénicas sdo extremamente
fragmentadas. Para P. solanacearum tem sido demonstrado que uma vez no
interior do tecido central, as bactérias colonizam células parenquimatosas
adjacentes aos vasos do xilema e que a liberacdo das bactérias para o interior do
[imem dos vasos ocorre pela formacdo de tiloses (WALLIS & TRUTER, 1978).
VASSE et al. (1995) trabalhando com P. solanacearum, demonstraram claramente

gue bactérias colonizando os espacos intercelulares e células de parénquima
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FIGURA 15

Figuras 15A-C: Fotomicrografias de microscopia 6tica de secdes transversais de
raizes de cana-de-acucar var. SP 70-1143 aos 7 dias ap6s a inoculacdo com H.
seropedicae estirpe HRC 54.

Figura 15A: Bactérias colonizando as células da endoderme (seta). Observar o
cortex e a epiderme livres de bactérias, barra = 10 pm.

Figura 15B: Colonizacdo de células do parénquima vascular no interior do feixe
vascular por H. seropedicae (setas), barra = 10um.

Figura 15C: Detalhe do fig. 15B mostrando um pacote denso de bactérias
presentes no parénquima cortical (setas) proximas aos vaso do xilema. Notar

colonizag&o de células do cortex (%), barra = 5 pm.

AbreviacOes: Epiderme (E), Cértex (C) e Xilema (X).
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FIGURA 16

Figuras 16A-F. Fotomicrografias sdo de sec¢fes de colmos e folhas de cana-de-
acucar var. SP 70-1143 aos 7 d.a.i. com Herbaspirillum spp., exceto fig. 16D.

Figura 16A: FMEV mostrando a colonizacdo de células do parénquima cortical
associadas ao feixe vascular de colmos de cana-de-acUcar por H. seropedicae
Z67, barra = 25 pm.

Figura 16B: FMO de secado transversal da base do colmo, mostrando a
colonizacdo dos espacos entre folhas jovens encartuchadas e dos vasos de
xilema, barra = 10 pm.

Figura 16C: FMEV de secdo transversal da raiz mostrando H. seropedicae Z67
colonizando os vasos do metaxilema de colmos de cana-de-acucar, barra = 5 pm.

Figura 16D: FMO de secdo longitudinal de folhas de cana-de-agucar cv. SP 70-
1143, 2 dias ap6s a inoculacdo com H. rubrisubalbicans estirpe M4. Bactérias
aderidas a superficie da epiderme (e) em ambas as faces (setas) e colonizando o
interior do mesofilo, envolvida por material gomoso (*), barra = 10 pm.

Figura 16E: FMEV mostrando a colonizacdo da superficie do limbo foliar por H.
rubrisubalbicans estirpe HCC103, barra = 50um. Detalhe mostrando a adesdo da
bactéria a superficie das células guarda do estdmato, barra = 5 pm.

Figura 16F: FMET de secdo do limbo foliar inoculado com H. rubrisubalbicans
estirpe HCC1 03. Bactérias ocupando os espacos intercelulares entre as células do
mesofilo e da bainha vascular, barra = 2,5 pym.

Abrev: Cloroplasto (ch), Epiderme (e), Espaco intercelular (ei) e Metaxilema (Mx).
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xilematico em degeneracdo, adjacentes ao vaso do xilema, foram capazes de
degradar a parede celular primaria do elemento de vaso, penetrando e se
multiplicando no interior do limem do vaso do protoxilema. O envolvimento de
enzimas extracelulares de degradacdo de parede, tais como endoglucanases e
endo e exopectinases, neste processo parece claro, visto que P. solanacearum é
capaz de produzi-las, sendo consideradas como um fator preponderante de
viruléncia (SCHELL et al., 1987). No presente estudo, em todas as secles
transversais apresentando infeccdo do tecido vascular, ndo foram observados
guaisquer sinais de degradacdo de parede dos elementos do xilema, quando
muito apenas ligeira deformagdo, como se a bactéria estivesse exercendo forte
pressdo (Figura 15C). Ademais, ndo ha relatas na literatura sobre a capacidade ou
ndo de Herbaspirilum produzir enzimas de degradacdo de parede celular, assim
este passo da interacdo fica sujeito a estudos posteriores.

Outras vias de infecgao da planta, tais como infecgdo dos estdomatos e
aberturas naturais na parte aérea devem ser consideradas em estudos
posteriores. Ressalta-se também que ndo foram observadas diferencas no modo
de infeccdo e colonizacdo do sistema radicular pelas diferentes estirpes de
H. seropedicae (267 e HRC54) e H. rubrisuba/bicans (M4 e HCC103). Porém, ainda
neste estudo, em amostras do limbo foliar preparadas para MO, MEV e MET, foi
observada a colonizacdo dos espacos intercelulares das células do mesofilo foliar
da var. SP 70-1143 por ambas estirpes de H. rubrisubalbicans (Figura 16D, 16F), o
mesmo ndo ocorrendo com as estirpes de H. seropedicae. Como as bactérias
foram observadas em se¢des do limbo foliar, jA& aos 2 dias apdés a inoculacgéao,
parece mais plausivel pressupor que a colonizacdo do tecido foliar tenha sido via
abertura estomética, como observado na Figura 16E, o que €& perfeitamente
possivel neste sistema, ja que respingos contendo bactérias em suspensao
podem se depositar na superficie foliar. A infeccdo estomética por estirpes de
H. rubtisubalbicans foi demonstrado por OLIVARES et al.,, (1993) e nesta tese
(capitulo 4) porém surpreendente € o fato de H. seropedicae ndo infectar o tecido

foliar, nem mesmo nestas condi¢cOes artificiais de cultivo. Tal fato sugere uma

incompatibilidade entre tecidos foliares e a bactéria H. seropedicae, 0 que tem sido



confirmado por OLIVARES et al. (1996) em isolamentos conduzidos em canaviais
e pela expressdo de resposta hipersensivel (RH) em folhas de cana artificialmente
inoculadas (nesta tese).

Destaca-se que o presente estudo, pioneiro na descricdo do processo
de infeccdo de raizes de cana-de-acucar por Herbaspirillum, adotou um modelo
experimental sabidamente artificial. As informagbes aqui geradas devem ser
validadas adotando-se outros modelos experimentais. Do ponto de vista
anatbmico, o sistema radicular das plantulas de cana-de-acUcar possuem uma
organizacdo histologica similar a de tecidos meristematicos de plantas vegetando
em condi¢cdes naturais, embora seja conhecido que em meio liquido as células
vegetais sejam mais frouxamente associadas (YU et al., 1969, VASSE et al., 1995).
Problemas maiores de erros na descricdo do processo de infecgdo, poderiam advir
do excesso de feridas provocados pela manipulacdo das plantas e de condi¢bes
extremamente favoraveis a multiplicagdo das bactérias. Entretanto, VASSE et
al. (1995) estudando comparativamente o processo de infeccdo de raizes de
tomate por estirpes virulentas e ndo virulentas de P. solanacearum, adotou um
sistema de cultivo em meio MS liquido muito similar ao aqui apresentado. A
descricdo de todos os eventos da interagdo patogénica foi similar a observada em
outros sistemas de estudo, incluindo sistemas proximos da condicdo de cultivo do
tomate. O autor ainda foi capaz de distinguir os diferentes padrées de colonizagao
das plantulas de tomate em funcdo da viruléncia da estirpe, mostrando que
estirpes avirulentas apresentavam um padrdo mais restrito de colonizacdo da
superficie e eram incapazes de invadir os tecidos vasculares e o0os vasos do
xilema. A tabela 3, sumariza as diferencas entre Herbaspirillum seropedicae,
Herbaspirillum  rubrisubalbicans e Acetobacter diazotrophicus quanto a infeccdo e

colonizacdo de plantas de cana-de-acucar .



Tabela 3

Acetobacter

Comparacédo entre Herbaspirilum seropedicae,

diazotrophicus quanto a adeséo,

H.

vias de

colonizacdo endofitica de plantas de cana-de-acucar.

rubrisubalbicans e

infeccdo e

BACTERIA

PARAMETRO

H. seropedicae

H. rubrisubalbicans

A. diazotrophicus

Adeséao radicular

momocamada, apo-
lar, raramente agre-

gados.

momocamada, apo-
lar, raramente agre-

gados.

momocamada, apo-
lar, raramente agre-

gados.

Sitios de infeccéo

nas raizes

zonas de emergén-
cia de raizes 2% e

feridas na epiderme

zonas de emergén-
cia de raizes 222 e

feridas na epiderme

zonas de emergén-

cia de raizes 222

feridas na epidenne e

zona meristematica

Colonizagéo do

interior das raizes

intercelular, com a
indugdo de muco

derivado da planta

intercelular, com a
indugdo de muco

derivado da planta

intercelular, relatos de
infeccao intracelular

em cél.meristematicas

Colonizacdo dos

vasos do xilema

monocamada ou

agregado discretos

monocamada/agrega-

dos discretos

monocamada ou pe-

quenos agregados

Colonizagéo de

vasos do xilema e

vasos do xilema e

espacgos intercelulares
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colmos parénquima. parénquima das céls. cortex
Infeccdo via aber- néo sim nao

tura estomatica

Colonizagéo do nao sim nao estudado
mesofilo foliar

Inducdo de sinto- nao nao nao

mas em raizes in-

fectadas

Inducdo de sinto- nao depende do genotipo n&o

mas em folhas

inoculadas

da planta
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CONCLUSOES

1. Anticorpos policlonais produzidos contra H. seropedicae estirpe HRC54, e H.
rubrisubalbicans estirpe HCC103, apos purificacdo com coluna contendo proteina
A, apresentaram titulo de 1: 1000, limite de detec¢cdo entre 10° e 105 células por mi
e reatividade cruzada muito baixa para outros géneros de bactérias, se mostrando

em ensaios imunoenzimaticos de ELISA como espécie-especificos;

2. A adesdo de Herbaspirillum seropedicae e H. rubrisubalbicans a superficie
radicular de plantulas ocorre em menos de 24 horas. O modo de ataque foi apolar
e predominantemente em monocamada. As bactérias colonizam todo o eixo
radicular, embora maior frequéncia de bactérias tenha sido observada nas zonas
de diferenciacdo / elongamento e de formacdo de pélos radiculares, comparada a

zona meristematica e a superficie dos pélos;

3. Herbaspirilum seropedicae e H. rubrisubalbicans estabelecem-se
endofiticamante através da infeccdo das raizes nas zonas de emergéncia de
raizes laterais e regibes de ruptura de células da epiderme. A colonizacdo do
interior das raizes ocorre pela multiplicacdo das bactérias nos espacgos
intercelulares das células do parénquima cortical, com algumas células

colonizadas intracelularmente. A colonizacdo do cortex € seguida pela infeccao

do cilindro central. No tecido vascular, Herbaspirillum coloniza o0s espacos
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intercelulares e o interior de células do parénquima vascular, invadindo os vasos

do xilema;

4. A técnica de imuno-ouro associada ou ndo ao enriquecimento com prata,
utilizando anticorpos policlonais produzidos contra H. seropedicae e H.
rubrisubalbicans foi aplicada com grande sucesso na identificacdo das bactérias

observadas em secdes preparadas para microscopia Otica e eletrénica.

5. Estirpes de H. rubrisubalbicans sdo capazes de colonizar a parte aérea de
plantulas micropropagadas de cana-de-agUcar, através da infeccdo das aberturas

estomaticas no limbo foliar;
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MICROSCOPIA OTICA E ELETRONICA DA INTERACAO ENTRE
ESTIRPES DE HERBASPIRILLUM SPP. E GENOTIPOS DE CANA-DE-
ACUCAR E SORGO COM DIFERENTES GRAUS DE

SUSCEPTIBILIDADE A DOENCA ESTRIA MOSQUEADA
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RESUMO

Em experimentos conduzidos em casa de vegetacdo, plantas de cana-
de-acucar var. SP 70-1143 (resistente) e B-4362 (sensivel) contrastantes quanto a
susceptibilidade a estria mosqueada e plantas de sorgo das variedades BR 303 e
BR 005 (plantas indicadoras), foram inoculadas via injecdo no cartucho foliar com
diferentes estirpes de Herbaspirillum seropedicae e H. rubrisubalbicans com
objetivo de avaliar a fitopatogenicidade dos isolados e a reagdo da planta a
inoculacdo, bem como comparar o padrdo de colonizacdo da parte aérea nas
diferentes interacdes bactéria e planta. Para tal, amostras do limbo foliar foram
colhidas para contagem do numero de bactérias e preparadas para microscopia
otica (MO), microscopia eletrébnica de varredura (MEV) e transmissao (MET). Em
plantas de cana-de-acucar, 7 e 20 dias ap6és a inoculacao, estirpes de H.
seropedicae foram isoladas somente de pequenas lesfes necrdticas no ponto de
inoculacdo, as quais foram caracteristicas de uma reacdo hipersensivel, néo
havendo desse modo, expressdo de sintomas da doenca para ambas as
cuitivares. Em contraste, H. rubrisubalbicans foi isolado de toda extensdo do limbo
foliar, entretanto apenas a var. B-4362 expressou sintomas tipicos da doenca
Estudos estruturais revelaram diferencas marcantes quanto ao modo de
colonizacdo das variedades de cana-de-agUcar por H. rubrisubalbicans. Na var. B-
4362, o lumen dos vasos do xilema foi completamente obstruido pela bactéria,
associado a producdo de um material de aparéncia mucilaginosa corado de verde-
azulado com azul de toluidina. Em contraste, na var. SP 70-1143, os vasos nao

foram oclusos pelas bactérias e estas apresentavam-se aderidas a parede



242

secundaria do vaso, formando pequenos agregados envolvidos por material
fibrilar, e relativamente maior quantidade de material mucilaginoso. Em adi¢do, na
var. B-4362, as bactérias colonizaram amplamente os espacos intercelulares das
células do mesdfilo e as cavidades sub-estomaticas. ja em folhas da var. SP 70-
1143, a cavidade sub-estomatica e os espacos intercelulares foram colonizados
de forma mais restrita pela bactéria, associada a uma forte expressado dos
mecanismos de defesa da planta hospedeira que pareceu restringir 0 avanco da
bactéria. Imunomarcacdo com particulas de ouro utilizando anticorpos policlonais
confirmaram a identidade das bactérias inoculadas, e indicaram também que na
interacdo susceptivel (B-4362) a bactéria produziu maior quantidade de
exopolissacarideos, quando comparada a interacdo resistente (SP 70-1143).
Imunomarcacdo do componente Il da nitrogenase sugeriu a expressao da mesma
pela bactéria em estagios iniciais de infeccdo da var. B-4362, mas ndo em
estadgios avancados da doenca ou na interacdo com SP 70-1143. Em sorgo, 5 e
14 dias apo6s a inoculagdo, H. rubrisubalbicans expressou sintomas tipicos da
doenca estria vermelha. Diferentemente de cana-de-aclUcar, as bactérias
encontravam-se restritas aos vasos do xilema, frequentemente associadas a
grande quantidade de muco e a presenca de colbénias envolvidas por material de
aparéncia fibrilar, provavelmente de origem da planta. Em adicdo, os vasos do
protoxilema invariavelmente apresentavam-se mais densamente colonizados que
0os vasos do metaxilema. H. seropedicae ndo incitou sintomas em sorgo, sendo
raramente encontrado colonizando os vasos do xilema e aparentemente nao

eliciando os mecanismos de defesa da planta.



243

ABSTRACT

Leaves of a mottled stripe disease-susceptible cultivar B-4362 and of a
mottled stripe disease resistant cultivar SP 70-1143 of sugar cane were inoculated
with the diazotrophic endophytes, H. rubrisubalbicans or H. seropedicae. At 7 and
20 d.a.i., H. seropedicae could be isolated only from a small necrotic area around
the point of inoculation, where there was considerable degradation of host cells,
and was not detected in any other part of the leaves. This suggested a
hypersensitive response by the host to this bacterium, and no disease symptoms
formed on either cultivar. By contrast, H. rubrisubalbicans could be reisolated
throughout the infected leaves of both cultivars at both harvests and produced
widespread disease symptoms on the leaves of cv. B-4362. Symptoms consisted
of necrotic regions near the point of inoculation, and red stripes and red patches
along the vertical axis of the leaves, where the bacteria had spread in the primary
and secondary veins. The xylem-conducting elements in diseased regions of
leaves were filled with bacteria and, at the edges of disease symptoms, the vessels
were filled with a gum which stained blue-green with toluidine blue. This material
probably contained phenolic compounds, and was produced as a host defence
response. Leaves of cv. SP 70-1143 only developed small red stripes near the
point of inoculation. These symptoms did not spread along the leaves, and the
infected xylem vessels were never seen to be completely full of bacteria. Instead,
the vessels contained encapsulated bacterial colonies attached to secondary wall
deposition; these colonies were surrounded by blue-green material that might have
been host-defence gums. In cv. B-4362, bacteria were abundant in the intercellular
space of mesophyll adjacent to infected xylem, and also filled sub-stomatal
cavities. Immunogold labelling using polyclonal antisera raised against H.
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rubrisubalbicans gave a weak signal with the bacteria in cv. SP 70-1143, showing
that few binding sites were available to the antibodies. By contrast, bacteria in cv.
B-4362 reacted strongly with the antibody, suggesting that they had a denser
coating of immunoreactive mucus. In the later stages of infection of cv. B-4362,
lysed bacteria were seen within degraded plant cells surrounded by a matrix of
plant gums and bacterial mucus. This matrix reacted strongly to the H.
rubrisubalbicans antibodies. Immunogold labelling using antibodies against
nitrogenase component Il showed that nitrogenase was expressed by bacteria in
the early stages of infection of cv. B-4362, but not in later stages, or by bacteria
infecting cv. SP 70-1143. Leaves of Sorghum bicolor were examined at 5 d and 14
d after inoculation with Herbaspirilum. Plants inoculated with H. rubrisubalbicans
expressed symptoms of red stripe disease. Infected leaves showed dense
colonisation by H. rubrisubalbicans in regions showing red stripe symptoms at 5 d
after inoculation. The infection was confined within the vascular system, in
particular, the protoxylem and associated lacunae, which were often completely
filled with the bacteria, with some the later expressing nitrogenase. The bacteria
were recognised using specific antibodies and immunogold labelling, which also
showed that the antibodies reacted with material on the surface of the bacteria,
and that this mucus was released into the lumen of the xylem. At 14 d after
inoculation, disease symptoms were slightly more severe, with both meta- and
protoxylem being even more heavily colonised in parts of the leaf showing red
stripes. However, a strong host defence response was also apparent at this stage,
with gums lining the walls of the vessels and enclosing the bacteria, although the
latter were still actively dividing. At the edges of visible disease symptoms, plant
gums filled the xylem and bacteria had formed distinct colonies within these gums,
with some of the colonies associated with the xylem walls. Plants inoculated with
H. seropedicae either did not express the disease or showed very mild symptoms
close to the inoculation point. In the later case, H. seropedicae was localised within
protoxylem vessels and the metaxylem was partly occluded with plant-derived
gums. In contrast to H. rubrisubalbicans, H. seropedicae was also localised in
leaves at 14 d without disease symptoms and did not always appear to elicit a host
response, i.e. they colonised the walls of metaxylem, with the xylem vessels
themselves remaining unoccluded and largely free of gums.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

Interacdes entre plantas e bactérias variam de relacbes puramente
saprofiticas a interacdes mais sofisticadas como a simbiose envolvendo
leguminosas e bactérias do género Rhizobium (VANCE, 1983; BREWIN, 1991) ou
parasitismo especializado entre a bactéria fitopatogénica Agrobacterium
tumefaciens, agente causal de galhas radiculares em dicotiledoneas e
giminospermas (BINNS & THOMASHOW, 1988). Por um longo periodo,
pesquisadores da area de fitopatologia consideraram a existéncia de duas
possibilidades de resposta da planta a invasdo por bactérias, o estabelecimento
da bactéria nos tecidos da planta e consequente expressdo de doenca ou
contrariamente, seu reconhecimento pela planta hospedeira, expressdo de
mecanismos de defesa especificos ou de uma resposta hipersensivel, com
consequente falha no estabelecimento da bactéria nos tecidos da planta (OUCHI,
1983; GROSS & CODY, 1985; McKHANN & HIRSCH, 1994; MELLOR &
COLLINGE, 1995;). No entanto, a descricdo de interacbes novas, tais como as
associacdes envolvendo rizobactérias promotoras de crescimento (RBPC) ou
bactérias fixadoras de N2 e plantas superiores (VANCE, 1983; DJORDVEVIC et
al., 1987; REIS, 1994; PEROTTO et al.,, 1994, MCKHANN & HIRSCH, 1994;
MELLOR & COLLINGE, 1995; OLIVARES et al., 1996; BALDANI, 1996), leva-nos a
considerar uma gama mais complexa de possibilidades de resposta da planta
hospedeira a infeccdo e colonizacdo bacteriana, que ndo sejam necessariamente
maléficas ou eliminem a bactéria invasora. Neste contexto, a distincdo entre

parasitismo, comensalismo, mutualismo e simbiose tem sido cada vez menos
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clara, visto que interacGes tidas como simbidticas podem produzir interacdes
parasitarias e vice-versa. O ténue limiar do que caracteriza uma associacao
benéfica ou parasitica pode ser exemplificado através da alteracdo da composicao

de polissacarideos da superficie de bactérias do género Rhizobium em simbiose

com ervilha (Pisum sativum). Neste caso, bactéria alterada nao fixa N, e induz
uma resposta de defesa da planta hospedeira (PEROTTO et al., 1994). Ja
STAEHELIN et al. (1992) observaram uma grande acumulacdo de compostos
quimicos de defesa e enzimas tais como fitoalexinas e quitinases em nddulos de
soja induzidos por estirpes de Bradyrhizobium ndo fixadoras. Em um caso mais
drastico, AMARAL et al. (1995) demonstraram que a eliminacdo de um plasmideo
criptico em Rhizobium tropici estirpe CB899, alterou a performance simbidtica da
bactéria, que incitou a producdo de nodulos inativos quanto a fixacdo biolégica de
nitrogénio em plantas de feijao.

De outro lado, bactérias reconhecidamente patogénicas como
Agrobacterium rhizogenes, tem sido utilizadas em inoculagdo simples ou conjunta
com fungos micorrizicos arbusculares (FMA). A bactéria induz hiper-enraizamento
na planta, aumentando as taxas de germinacao, pegamento de mudas, absorcéo
de nutrientes e crescimento da parte aérea e por produzir grande nimero de
raizes finas aumenta os sitos de infeccdo micorrizica (STROBEL et al., 1988).
Bactérias fitopatogénicas apresentando viruléncia baixa ou nula tem sido também
utiizadas em programas de controle de fitomoléstias (ARAUJO et al., 1996;
GIGLIOTI et al., 1996). Neste caso as bactérias exerceriam o controle da
populacdo de fitopatogenos pela ocupacdo de nichos especificos na planta
hospedeira, produgdo de compostos antimicrobianos ou mesmo inducdo de genes
de defesa, mecanismo conhecido como inducéo de resisténcia (OUCHI, 1983).

Diante dessa gama de interagcfes, podemos pressupor que, para que se
estabeleca uma interacdo compativel entre bactérias e plantas, resultando em
simbiose ou em parasitismo especializado, ambos organismos devem coevoluir
para sobrevivéncia mutua, através da compatibilizacdo dos mecanismos de
ataque da bactérias e os mecanismos de defesa da planta hospedeira. (FLOR,
1971; OUCHI, 1983). DJORDJEVIC et al., (1987) sugeriram que muitos patdégenos
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através do longo periodo de evolucédo, tornaram-se tdo compativeis a planta
hospedeira que no decorrer deste periodo causaram cada vez menos danos a
planta, podendo eventualmente promover algum beneficio. ndo seria impossivel
pressupor que isto esteja ocorrendo com Herbaspirillum spp. Estas bactérias
possuem uma interacdo do tipo endofitica com plantas de cana-de-acucar
(BALDANI et al., 1992; OLIVARES et al., 1996), que pode resultar na expressao de
doenca nas folhas (PIMENTEL et al., 1991) ou beneficios a planta hospedeira
através da transferéncia de nitrogénio fixado pela bactéria ou promogdo do
crescimento radicular (DOBEREINER et al., 1995; BODDEY et al, 1995;
OLIVARES, nesta tese).

1) MECANISMOS DE RESPOSTA DA PLANTA AO ATAQUE DE BACTERIAS
FITOPATOGENICAS

Como em animais, plantas estdo continuamente expostas ao ataque de
patdgenos. Porém, tendo em vista a inexisténcia de resposta imune mediada por
anticorpos, estas desenvolveram durante o processo de evolucdo, mecanismos
diferenciados de defesa. Em contraste com células animais, cada célula vegetal é
capaz de defender-se através da combinacdo de mecanismos de defesa
constitutivos e induziveis (LAMB et al.,, 1989). Mesmo sendo continuamente
expostas a um grande numero de organismos potencialmente patogénicos,
resisténcia a doenca em plantas € regra e susceptibilidade é exce¢do. Esta
situacdo € explicada pelo fato das plantas possuirem mecanismos versateis de
resisténcia ao ataque de patdégenos e pela interacdo de mais de um mecanismo
de resisténcia para que ocorra a inibicdo da invasdo do patdogeno. Por exemplo, a
resposta hipersensivel pode ocorrer concomitantemente com a sintese de
fitoalexinas. Entretanto, ambas respostas de defesa s&o independentes. A
resisténcia a fitopatogenos pode ser dividida em dois sistemas de defesa basicos,
resisténcia geral ou béasica e a resisténcia especifica (GABRIEL & ROLFE, 1990) e
se manifesta através de uma variedade de mecanismos que serdo sumariamente

discutidos a seguir.



248

1.1) RECONHECIMENTO DE BACTERIAS FITOPATOGENICAS

A habilidade para reconhecer é um atributo geral de todos organismos,
sendo um mecanismo basico para que atividades fundamentais nos seres vivos se
processem, tal como a fertilizacdo, o desenvolvimento, a diferenciacdo celular e
respostas imunolégicas. Para fitopatologistas, SEQUEIRA (1978) definiu
reconhecimento como um evento especifico que causa uma resposta rapida no
hospedeiro, facilitando ou impedindo a multiplicacdo do fitopatégeno. O
reconhecimento de bactérias fitopatogénicas e seus produtos sdo eventos
primarios e essenciais para inducdo da expressdo dos mecanismos de resisténcia
ou suscetibilidade. Este €& mediado por interacbes complementares entre
biomacromoléculas presentes na superficie da bactéria e nas plantas, como por
exemplo interacdes envolvendo lectinas da planta hospedeira (glicoproteinas) e
residuos de oligosacarideos presentes na superficie de bactérias (SCHMIDT,
1979) ou mais recentemente troca de sinais moleculares (flavonodides,
isoflavondides e outros polifendis) como eliciadores da sintese de fatores de
nodulacdo (DALY, 1984, HUNGRIA, 1994). O reconhecimento de produtos do
patdégeno, tal como polissacarideos de superficie ou liberados ou mesmo
glicoproteinas, por receptores da célula vegetal elicia as etapas subsequentes da
interacdo. O contato direto pode ndo ser essencial para o reconhecimento, mas
muitas das respostas da célula hospedeira microscopicamente observaveis

ocorrem apds do contato com o patégeno.

1.2) RESPOSTA HIPERSENSIVEL (RH)

A inoculacdo de plantas com uma bactéria fitopatogénica incompativel
ou uma bactéria ndo patogénica pode induzir mudancas drasticas na atividade
metabdlica das células vegetais ao redor do sitio de invasdo do patdgeno e levar a
inducdo de resisténcia. Este mecanismo € conhecido como resposta hipersensivel
(RH), sendo um dos mecanismos de resisténcia mais efetivos e importantes da
natureza. Este € caracterizado pela restricdo e limitacdo do crescimento da
bactéria no sitio de infeccdo, associada a mudancas na célula hospedeira que

incluem alteracbes na permeabilidade da plasmalema, rapido movimentao e
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agregacao citoplasmatica, elevacdo das taxas de respiracdo, liberacdo de
eletrolitos e materiais eletron-densos e sintese de fitoalexinas, que resultam na
formacdo rdpida (menos de 24 horas apds a inoculagdo) de halos necroéticos ao
redor do sitio de invasdo e o0 consequente confinamento do fitopatdégeno
(KLEMENT, 1982; TOMIYAMA, 1983). Tem sido amplamente aceito que a
expressao de RH resulta da interacdo entre um eliciador especifico produzido pela
bactéria ao nivel de parede celular e um receptor especifico presente na parede
da célula da planta hospedeira. Entretanto, o eliciador da resposta hipersensivel
ndo seria expresso constitutivamente, sendo necesséario o intimo contato entre a
célula bacteriana e a parede celular do hospedeiro. Evidéncias nesse sentido
foram obtidas por SEQUEIRA et al. (1977) trabalhando com estirpes virulentas e
ndo virulentas de Pseudomonas solanacearum em plantas de fumo inoculadas via
infiltracdo de células do mesofilo com uma suspensdo bacteriana. A anélise de
detalhes ultraestruturais do relacionamento entre as bactérias e a parede celular
da célula hospedeira revelaram que estirpes avirulentas e incompativeis eram
prontamente aderidas a parede celular das células do mesdfilo de fumo, sendo
envolvidas por um material fibrilar e granular liberados pela parede da célula
hospedeira. No sitio de adesdo, processava-se entdo a resposta hipersensivel.
Em contraste, estirpes virulentas ndo se aderiam a parede celular, permanecendo

livre e multiplicande-se nos espacos intercelulares.

1.3) BARREIRAS BIOQUIMICAS COMO MECANISMO DE RESISTENCIA A
FITOPATOGENOS

As barreiras bioquimicas das plantas a invaséo por fitopatbgenos podem
ser divididas em constitutivas (compostos pré-formados), ou induziveis, as quais
sdo sintetizadas a partir da presenca do patogeno ou de seus produtos, sendo
induzidas por eliciadores ou inibidores alocados na superficie do microrganismo
em interacdo com receptores presentes na planta por meio de fendbmenos de
reconhecimento. Numerosas moléculas presentes na parede celular podem
mediar a indu¢cdo dos mecanismos bioquimicos de resisténcia a doencas. Dentre

0s quais destacam-se eliciadores da sintese fitoalexinas, presenca de lectinas
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como sitios de reconhecimento e aglutinacdo e eliciadores da acumulacdo de
glicoproteinas ricas em hidroxiprolina, acido salicilico, bem como estresse
oxidativo e a sintese de inibidores de proteinases.

1.3.1) Compostos pré-formados: durante o crescimento e desenvolvimento da
planta, uma série de compostos com acdo anti-microbiana sdo naturalmente
sintetizados e acumulados em compartimentos especificos ou na parede celular
vegetal, entre os quais ha uma série de compostos fendlicos e enzimas.

1.3.2) Fitoalexinas: fitoalexinas sdo sintetizadas pelas plantas em resposta a
infeccdo por fungos e bactérias, sendo fator importante na resisténcia a doencas
de plantas. Caracteriza-se como uma molécula de composicdo quimica
heterogénea, baixo peso molecular e com propriedades antimicrobianas (LYON &
WOOD, 1975). Sua sintese pode ser induzida ndo s6 por compostos presentes na
parede de alguns microrganismos, mas também por compostos presentes na
propria parede celular dos vegetais, como P-glucanos presentes na parede celular
de fungos (ANDERSON & JASALAVICH, 1978) glicoproteinas (KEEN &
LEGRAND, 1980) e acidos graxos componentes da parede celular (BOSTECK et
al., 1982). Pectinases de origem microbiana funcionam também como eliciadores
indiretos da sintese de fitoalexinas, e sua agdo se da por atuacdo na liberacdo de
fragmentos de pectina da parede vegetal. Tais fragmentos sdo conceituados de
eliciadores endogenos, por ndo serem ativos constitutivamente, sendo necessaria
sua liberacdo da estrutura da parede e posterior ligacdo covalente com a parede
celular para ser efetivamente um eliciador (DAVIS et al.,, 1984; LEE & WEST,
1981). Desse modo, a planta tem a capacidade de reconhecer moléculas sinais
presentes na superficie do microrganismo e em sua propria parede, as quais
podem eliciar a sintese de fitoalexinas. Muitos fitopatdgenos secretam enzimas
gue degradam pectina. Isto ndo é surpreendente, visto que a parede celular é uma
barreira que deve ser quebrada por muitos patégenos. Em varios casos
estudados, endo-pectinanases sdo as primeiras enzimas de degradacdo a serem
secretadas pelos patdogenos (JONES et al.,, 1972). Parece provavel que algumas
dessas enzimas funcionem como eliciadores ao mesmo tempo que elas degradem

a parede celular de seu hospedeiro. As evidéncias acumuladas sugerem que este
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mecanismo de defesa da planta € largamente difundido e fisiologicamente muito
importante.

1.3.3) Lectinas: lectinas podem também ser importante na resisténcia de
plantas a doencas. Estas sdo proteinas ndo cataliticas que interagem com
residuos de carboidratos especificos. Lecitinas funcionam como efetores nas
respostas de defesa do hospedeiro, aglutinando o patégeno e impedindo sua
multiplicacdo. O papel de glicoproteinas ricas em hidroxiprolina na aglutinacdo de
bactérias incompativeis, como um pré-requisito para iniciacdo da resposta
hipersensivel, foi demonstrada pelo trabalho de SEQUEIRA & GRAHAM (1976).
1.3.4) Acumulacdo de acido salicilico: além da classica resposta hipersensivel,
plantas possuem mecanismos de defesa induziveis conhecidos genericamente por
resisténcia sistémica adquirida (RSA). A resisténcia a doenca induzida € um
fendbmeno no qual a planta exibe um incremento nos niveis de resisténcia a
infeccdo com fitopatdgenos depois de estimulos especificos. DELANEY et
al. (1994) demostraram que a acumulacdo de &cido salicilico é essencial para
expressdo dos mecanismos de resisténcia responsaveis pelo estabelecimento da
RSA. Estes autores trabalharam com plantas transgénicas de fumo e arabidopsis,
as quais expressavam a enzima bacteriana salicilato hidroxilase, e desta forma
ndo poderiam acumular o acido salicilico. Como resultado, as plantas ndo s6 néao
induziram RSA, sendo entdo mais susceptiveis a fitopatbgenos compativeis como
Pseudomonas syringae, Phytophtora e Cercospora, como também a fitopatdgenos
incompativeis. Dessa forma a expressdo dos genes que impediram a acumulagao
de &cido salicilico na planta produziram um fendétipo altamente susceptivel a
doencas e a supressdo da resisténcia genética. O tratamento destas plantas
transgénica com um analogo quimico do &acido salicilico, o &cido isonicotinico
(INA) antes da inoculacdo com o patdgeno restituiu a capacidade de inducédo da
resisténcia adquirida. Os autores demonstraram ainda que o estado de resisténcia
€ dependente da sintese endogena de acido salicilico, sendo esta acumulacéo
critica para a inducdo do conjunto de genes ligados a resisténcia sistémica

adquirida. Estes genes incluem genes que codificam a sintese de “pathogenesis-
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related (PR) proteins” (VAN LOON, 1985) muitos dos quais possuem acao
antimicrobiana e serdo abordados a seguir.
1.3.5) Sintese de proteinas PR (“pathogenesis-related proteins”): a infeccéo
de plantas com microrganismos fitopatogénicos é frequentemente acompanhada
pelo incremento da sintese de um grande numero de proteinas. Estas proteinas
induziveis pertencem a um grupo conhecido como “pathogenesis-related (PR)
proteins” e estdo envolvidas em fendmenos de resisténcia adquirida (LINTHORST,
1991). A correlagdo entre os fenbmenos de resisténcia adquirida e a sintese de
proteinas PR sugere o envolvimento das ultimas no controle da multiplicacdo de
fitopatdogenos no tecido da planta hospedeira. Apesar dos estudos pioneiros nesta
area basearem-se principalmente em plantas de tabaco, € reconhecida a
expressdo destas PR proteinas em muitas outras plantas. Estas proteinas séo
divididas em dois grandes grupos, proteinas PR 4&cidas, que sao solluveis e
estaveis em pH 3, bem como resistentes a enzimas proteoliticas, predominando
no fluido dos espacos intercelulares das células do mesdfilo foliar (HOGUE &
ASSELIN, 1987). Tais caracteristicas sdo importantes na funcionalidade destas
proteinas, ja que estando presente no fluido intercelular, estdo sujeitas a
condicbes de baixo PH e agdo de enzimas proteoliticas como resultado, durante a
patogénese, do colapso de células hospedeiras e extravasamento do conteudo
dos vacuolos. O outro grupo de proteinas PR é igualmente resistente a acdo de
proteases. Varias destas proteinas ja sao conhecidas, dentre as quais estao
quitinases e f-1,3-glucanases. A acumulacdo e atividade destas enzimas
concomitante a invasdo do patogeno e a aquisicdo de resisténcia ao ataque
subsequente de fitopatégenos tem levado muitos pesquisadores e relevar o papel
das proteinas PR no fenbmeno de resisténcia adquirida. Esta assuncédo tem sido
subsidiada pela acdo hidrolitica de muitas destas enzimas a polissacarideos
presentes na parede celular de muitos fitopatdbgenos (LEGRAND et al., 1987;
KAUFFMANN et al., 1987).

Uma outra classe de proteinas induzidas por fitopatégenos € a das
glicoproteinas ricas em hidroxiprolina, conhecidas como extensina (proteina

estrutural). Sua acumulacdo se da ao nivel de parede celular na regido
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diretamente afetada pelo patdogeno (ESQUERRE-TUGAYE & LAMPORT, 1979).
Aumentos no conteudo de extensina tem sido correlacionados com aumento dos
niveis de resisténcia. Desse modo plantas susceptiveis ao patdégeno nao
respondem com o incremento no conteddo de extensina em sua parede. Estas
proteinas sdo secretadas por tecidos da planta feridos e sdo encontradas na
superficie das células do parénquima, vasos do xilema, células da epiderme e do
colénquima (STUART & VARNER, 1980; LEACH et al., 1982). De acordo com
CASSAB & VARNER (1988) um papel fisidlogico para as extensinas seria na
protecdo da planta contra o ataque de patdogenos e dessecacdo de superficies
feridas. A extensina se constitui em uma barreira estrutural que prové uma matriz
para deposicdo de lignina junto ao sitio de invasao, inibindo a passagem do
patogeno. Aumentos no conteldo de lignina da parede celular também foram
observados por HAMMERESCHMIDT et al. (1984). Além disso tais proteinas
funcionam como agentes capazes de aglutinar bactérias (ANDERSON &
JASALAVISH, 1978) estando envolvidas por exemplo na ligagdo de estirpes
incompativeis com a superficie da planta hospedeira.

Uma série de outras glicoenzimas tem sido detectadas ao nivel de
parede celular vegetal, como por exemplo diversas formas isoenzimaticas das
peroxidases. Outras enzimas, as hidrolases, também com papel na defesa, podem
estar localizadas ao nivel de parede ou no espaco entre a plasmalema e a parede.
A localizacdo destas enzimas parece ser apropriada para a funcdo de defesa,
visto que patdégenos necessitam atacar as células por fora e freqientemente tem
gue penetrar a parede do hospedeiro para iniciar a infeccdo. Algumas hidrolases
sdo secretadas no apoplasto. Estas tem sido encontradas nos compartimentos da
parede celular, dentre as quais citamos: f-1, b-glucanase, celulases,
arabinosidase, b-frutofuranosidases, B-galactosidases, a-galactosidases,
fosfatases 4&cidas entre outras. Estas enzimas hidroliticas s&o geralmente
expressas localizadamente, circundando o sitio de infeccdo (FRY, 1995). Muitas
destas enzimas da parede celular estdao envolvidas também na eliciacdo de

moléculas. Em tomate (Licopersicum esculentus), oligogalacturonidas produzidas
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na parede celular da planta em regides feridas, induzem a sintese de inibidores de
proteinases (RYAN, 1987).

Proteinas PR da classe das tioninas sdo restritas a familia das
gramineas. Estas sdo usualmente constituidos por polipeptideos pequenos e ricos
em cisteina, sendo abundantes em sementes e folhas de uma série de cereais
(LINTHORST, 1991). Recentemente foi relatado que tioninas sdo acumuladas em
folhas em resposta a infeccdo com fungos fitopatogénicos e possuem acéo
citotoxica contra uma série de microrganismos fitopatogénicos, incluindo bactérias
e fungos ( ELKINS, 1982).

1.3.6) Producdo de radicais livres (estresse oxidativo): durante o metabolismo
normal da célula vegetal o oxigénio é incorporado em moléculas organicas e
varios compostos citotoxicos como peroxido de hidrogénio, superoxido e radicais
de oxigénio e hidroxilicos sdo gerados. Destes, os radicais livres sdo 0s mais
toxicos atuando principalmente sobre a membrana plasmatica, mas também sobre
enzimas, acidos nucléicos e pigmentos. Em plantas, existe naturalmente uma
série de sistemas para prevencdo contra os efeitos negativos do acumulo destes

7

radicais. A membrana das bactérias é igualmente sensivel a radicais livres, e
desse modo o estresse oxidativo € considerado como parte das estratégias de
defesa das plantas na limitacdo da colonizacdo pelo patégeno invasor
(ELSTNER, 1982). Os tecidos da planta respondem a invasdo por bactérias
fitopatogénicas através da elevacdo da producdo de H,0, e radicais superodxido e
hidroxilicos que podem inibir o desenvolvimento da doenca. A capacidade de
bactérias fitopatogénicas se multiplicarem nos tecidos da planta pode ser, em
parte devido a capacidade de destoxificar 0 meio ao redor do sitio de infec¢do da
presenca de H202 o qual dentre os compostos de oxigénio, é o que penetra mais
facilmente através da membrana, afetando uma série de processos celulares. O
provavel candidato para modulacdo da acdo de H,O, € a enzima catalase, que
converte H202 em H,O e O, KLOTZ & HUTCHESON (1992) trabalhando com
estirpes do fitopatbgeno Pseudomonas syringae verificaram que estas bactérias
eram capazes de resistir a concentracbes mais elevadas de H202 quando

comparadas a bactérias ndo-patogénicas, com taxas de atividade de catalase a
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niveis variando de 10 a 100 vezes. Estes mesmos autores verificaram ainda a
presenca de multiplas atividades da catalase no espaco periplasmatico e no fluido
citoplasmatico da bactéria e sugeriram que esta alta atividade da catalase,
associada a inducdo de multiplas formas isoenzimaticas da catalase e em
diferentes locais da célula sdo decisivos para o0 combate ao estresse oxidativo,
sendo um fator de viruléncia determinante no sucesso da colonizacdo destas

bactérias.

1.4) BARREIRAS FISICAS COMO MECANISMO DE RESISTENCIA A
FITOPATOGENOS

Além do aparato bioquimico de resisténcia a invasdo mediada por
receptores na superficie da parede, plantas podem reagir a invasdo microbiana
sintetizando substancias que reforcem a parede celular, dificultando ou mesmo
impedindo o avanco de microrganismo por um efeito puramente fisico. Além da
restricdo da infeccdo de sitios especificos da planta. Estas barreiras fisicas ou
respostas morfolégicas da planta, podem ser agrupadas em barreiras intrinsecas
(a qual é naturalmente produzida pela planta) ou pode ser induzida pela presenca
do patégeno ou de seus produtos. Tendo em vista sua estrutura rigida e
complexa, a presenca de parede celular “per si” e a deposicdo de cuticula,
suberina e lignina na parede celular constituem barreira efetiva a muitos
patdgenos potenciais. No entanto uma série de compostos podem ser sintetizados

em virtude da presenca do patégeno nos tecidos da planta.

1.4.1) Sintese de géis e gomas em resposta a infec¢cdo vascular: plantas
restringem o avanco da colonizacdo dos vasos do xilema por patdgenos através
da deposicdo de géis e gomas ou materiais fibrilares no ltmem dos vasos. Géis e
gomas sdo produzidos nas placas perfuradas, nas terminacbes das paredes
celulares e nas pontuacdes de membrana dos vasos por um processo de
distensdo dos constituintes da parede primaria e lamela média, sendo
considerado um fendmeno geral de resposta a infeccdo vascular
(VANDERMOLEN et al., 1977, KAO & DAMANN, Jr. 1980). Em adicdo, materiais
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fibrilares sintetizados pela planta hospedeira ou produzidos como produtos de
degradacdo da parede celular, possuem um papel na resisténcia a doencas,
como mecanismo de prevencdo e retardamento do espalhamento e multiplicacédo
do patdogeno. Em experimentos conduzidos por BRETSCHNEIDER et al. (1989),
trabalhando com duas variedades de couve (Brassica oleraceae) com niveis de
resisténcia diferentes a podriddo negra causada por Xanthomonas campestris pv.
campestris, grande quantidade de material fibrilar foi encontrado associado aos
sitios de colonizacdo da bactéria. Diversos autores relatam a presenca de
taninos, fenois, glicoproteinas, lectinas, calose e outros agentes de defesa
antimicrobianos (OUCHI, 1983; BESTWICK et al.,, 1995).

1.4.2) Deposicdo de parede celular (cordbes de infeccdo): um exemplo de
infeccdo localizada se da pela sintese de uma estrutura que advém da simbiose
de Rhizobium-leguminosas. Neste caso, 0 endossimbionte ao acessar o interior do
pélo radicular é circundado por uma estrutura tubular formada pelo depdsito de
constituintes da parede celular. Esta estrutura é conhecida como corddo de
infeccdo, que conduz as bactérias através das células do cortex, liberando-as no
interior de células recém divididas. Tais estruturas sdo restritas a interacfes
simbioticas envolvendo leguminosas e bactérias do género Rhizobium, entretanto
estruturas similares a corddes de infeccdo tem sido relatadas em interacdes
envolvendo gramineas (JAMES et al., 1994; REINHOLD-HUREK & HUREK, 1993).
1.4.3) Papilas. lignificacdo e calose: uma série de compostos que restringem a
invasdo tem sido descritos, tais como a secre¢do de compostos similares a lignina
(VANCE et al., 1980), silicone (HEATH, 1981) celulose (FRITZ, 1937) bem como
formacdo de camadas de calose na parede celular como mecanismo de restricdo
a infeccdo (ALLISON & SHALLA, 1974). A deposi¢do de calose (1,3-B-glucano)
ocorre na parede oposta ao sitio de infeccdo e é acompanhada por posterior
lignificagdo. Esta tem sido considerada como um mecanismo geral de defesa da
planta, no entanto tal fenébmeno pode, de fato, ser determinante na direcdo da
resisténcia ou susceptibilidade na interacdo patogeno-planta hospedeira, j& que
existem diferencas quantitativas na resposta (BECKMAN et al., 1982; BECKMAN

et al., 1989). Outra resposta morfologica muito frequente também €& a formacéo de
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papila, caracterizada como um espessamento hemisférico da superficie interna da
parede celular no sitio de penetracdo da hifa fungica. A presenca de papila é
frequentemente associada a falha na colonizacdo do fungo na planta hospedeira
(AIST, 1977).

1.4.4) Caracteristicas anatdmicas do vegetal: diferencas anatdmicas entre
genodtipos da planta podem ser determinantes no sentido da resisténcia ou
susceptibilidade. HARRISON & DAVIS (1988) trabalhando com plantas de cana-
de-acucar com diferentes graus de susceptibilidade ao raquitismo das soqueiras
verificaram que genoétipos susceptiveis apresentavam uma pequena ramificacdo
dos vasos do xilema que atravessam a regido dos nos e intercomunicam entre-nos
vizinhos, ao passo que variedades resistentes apresentavam um grau maior de
ramificacdo dos tecidos condutores Desse modo, prejuizos no fluxo da seiva
seriam mais drasticos nos genoétipos de cana-de-agUcar que apresentam menor
ramificacdo dos vasos. A morfologia e a estrutura dos estdbmatos tem um papel
importante na resisténcia a doencas impondo limitagbes a penetracdo de
patdégenos. McLEAN (1921) trabalhando com duas espécies de citrus e 0 agente
causal do cancro citrico, Xanthomonas campestris pv. citri, conclui que a base da
resisténcia ao patdégeno estava no abertura maxima do poro estomatico, que na
variedade resistente ndo passava de 1,5um, enquanto que na susceptivel poderia
atingir 11 pm. Nao s6 diferencas no diametro dos poros estomaticos poderiam
constituir-se como um fator de resisténcia natural, mas também a densidade de
estbmatos por unidade de area como demostrado por DAUB & HAGEDORN
(1979).

2) ESTRATEGIAS DE ATAQUE DESENVOLVIDAS POR FITOPATOGENOS

Patégenos, por outro lado, tem desenvolvido uma variedade de
mecanismos para sobrepor as barreiras fisicas e quimicas das plantas,
estabelecendo-se e provendo sua sobrevivéncia. Bactérias produzem Varios
compostos para infectar a planta hospedeira e causar sintomas. Toxinas, EPS,
enzimas de degradacdo de parede e certos hormdnios sao alguns produtos de

fitobactérias responsaveis pelo estabelecimento da bactéria na planta.
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2.1) Sintese de exopolissacarideos (EPS): muitos papéis para producdo de EPS
em bactérias fitopatogénicas tem sido relatados, como aumento da sobrevivéncia
fora e no interior dos tecidos do hospedeiro, quelante de metais, matriz para
retencdo de nutrientes e 4&gua. Entretanto, o papel do EPS no bloqueio do
reconhecimento de sitios de ligacdo da bactéria a sitios receptores especificos na
parede do hospedeiro e o consequente impedimento da iniciagdo dos mecanismos
de resisténcia da planta parece o papel mais significativo (SEQUEIRA &
GRAHAM, 1976, EL-BANOBY & RUDOLPH, 1979). SEQUEIRA et al. (1977)
trabalhando com estirpes virulentas e ndo virulentas de Pseudomonas
solanacearum em plantas de fumo inoculadas via infiltracdo no mesdfilo
verificaram que estirpes avirulentas e estirpes incompativeis eram aglutinadas
pela parede das células do mesdéfilo de fumo, sendo envolvidas por um material
fibrilar e granular liberado pela parede da célula hospedeira. Em contraste,
estirpes virulentas ndo foram aderidas, podendo multiplicar-se livremente nos
espacos intercelulares. A aparente falta de adesdo da forma compativel a parede
celular do hospedeiro, seguida de sua livre multiplicacdo nos meatos foi
amplamente correlacionada com a maior capacidade de produzir polissacarideos
extracelulares (EPS). Ficou claro que EPS presentes na parede celular bacteriana,
preveniram a interagcdo entre estes compostos eliciadores, ndo ocorrendo adeséo
nem expressdo dos mecanismos iniciais de defesa da planta, o que permitiu a
multiplicacdo da bactéria compativel no interior da planta. Mais evidéncias foram
obtidas por SEQUEIRA & GRAHAM (1976) investigando a aglutinacdo de estirpes
virulentas a ndo virulentas de P. solanacearum por lectinas de batata. Neste
trabalho 34 estirpes avirulentas foram aglutinadas e 55 estirpes virulentas foram
fracamente ou ndo aglutinadas. A incapacidade de aglutinacdo de estirpes
virulentas foi atribuida a presenca de EPS, que quando removido por lavagem,
resultou em aglutinagcdo. Em adicdo técnicas de imunofluorescéncia revelaram a
presenca de lectinas na parede celular de células do mesodfilo de batata e fumo
(LEACH et al., 1982). A andlise dos resultados sugeriu o papel de glicoproteinas no

processo de doenca. Em alguns casos, EPS produzidos pela bactérias participam
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na inducdo de sintomas, como no caso da murcha bacteriana por Pseudomonas
solanacearum, no qual os EPS, devido sua viscosidade elevada, inibem o
movimento de agua no interior dos vasos do xilema.

2.2) Sintese de toxinas: as toxinas excretadas por bactérias durante a
patogénese tem papel fundamental no estabelecimento da infeccdo e
desenvolvimento de sintomas, pois comprometem varias vias metabdlicas da
planta hospedeira, facilitando a multiplicacdo nos tecidos ou danificam alvos
especificos na planta, suprimindo a expressdo das reacbes de defesa iniciais e
incitando sintomas especificos (DURBIN, 1982). Sao ativas em concentracdes
muito pequenas, possuindo baixo peso molecular, geralmente atuam como
inibidoras de enzimas vegetais. De acordo com GROSS & CODY (1985) a grande
maioria das toxinas relatadas na literatura estdo restritas aos diversos patovares
de Pseudomonas syringae (Ps), um fitopatégeno causador de necrose foliar,
principalmente em plantas de regibes temperadas. GROSS & CODY (1985) e
MITCHELL (1981) descreveram o mecanismo de acdo de uma série de toxinas,
entretanto a estrutura quimica de muitas destas toxinas ndo é bem conhecida. A
titulo de exemplo citamos, Siringomicina (agente biocida de amplo espectro, induz
clorose, necrose e anasarca), Coronatina (produzida por patovares de Ps que
afetam gramineas), Phaseolotoxina (produzida por P.s. phaseol/icola, sendo
caracterizado como um tripeptideo sistémico que bloqueia a sintese de arginina,
induz extensos halos cloréticos e necréticos), Tabtoxina (dipeptideo produzido por
P.s. tabaci inibe a acdo da glutamina sintetase).

2.3) Enzimas de degradacdo da parede celular: muitos fitopatbgenos séao
capazes de produzir enzimas que degradam polissacariideos, Desse modo, podem
alterar ou degradar carboidratos poliméricos encontrados na parede celular das
plantas superiores. Tais enzimas facilitam a penetracdo da parede celular,
maceracdo de tecidos e desmembramento de componentes da parede,
representando parte dos mecanismos de ataque de fungos e bactérias
fitopatogénicas (BATEMAN, 1976). Dentre as enzimas que degradam substancias
pécticas temos enzimas que quebram ligacdes a-1,4 entre residuos de uronida

em pectinas e A&cidos pécticos, incluindo hidrolases e liases, como exemplo
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poligalacturonases (PGA’s) e pectatos liases que quebram ligagdes a-1 4
galacturonida, pectina metil esterases que hidrolizam terminacfes metil esteres do
acido uronico. Dentro das enzimas hemicelulases temos endo--1 ,4-xilanases e
xilobiases, que degradam a cadeia de xiloglucano. A degradacao de celulose a
glucose envolve um complexo de enzimas, originalmente designadas C;, C,
(endo-B-1,4-glucanase) e celulases. Nao existe duvida sobre a capacidade de
alguns patégenos em excretar enzimas que degradam a parede celular em tecidos
infectados, ou a capacidade de alteracdo e disrupgédo da parede celular por tais
enzimas durante a patogénese. No entanto existe uma necessidade de apurar o
envolvimento destas enzimas nos estagios iniciais de infec¢cdo pelo patégeno.
COOPER (1983) afirma que a dissolucdo da parede celular no sitio de infeccao
tem como principal objetivo colocar a superficie do patégeno em intimo contato
com a plasmalema do hospedeiro, permitindo o reconhecimento e eliciando uma
resposta especifica. Em muitos casos, a perda de capacidade da hidrolise de
componentes da parede celular implica em perda de viruléncia, como citado por
BOCCARA et al. (1988) em Erwinia chrysanthemi.

2.4) Producdo de hormdnios vegetais: alguns fitopatdgenos produzem
horménios vegetais “in vitro”. Porém em associacdo com a planta tem-se
observado que a estimulacdo do aumento da sintese de hormoénios pela planta
hospedeira induzido pelo patégeno parece mais importante. Por exemplo,
Pseudomonas solanacearum produz AlA e etileno “in vitro”, mas induz mudancas
na planta hospedeira no sentido da acumulacdo de triptofano e consequente
aumento de AIA e etileno. Qualquer que seja a origem destes fatores de
crescimento, muitos dos sintomas externos e internos de murcha séo atribuidos
aos niveis anormais destes horménios (BUDDENHAGEN & KELMAN, 1964). No
caso do parasitismo refinado envolvendo Agrobacterium tumefaciens e plantas
dicotiledéneas, a bactéria produz niveis baixos de reguladores de crescimento “in
vitro”, porém através da insercdo do plasmideo Ti em células da planta e

consequente transformacdo de seu genoma, grandes quantidades de horménio
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sdo produzidas, ocorrendo proliferacdo ndo controlada de células vegetais e

formacdo de galhas radiculares.

3) ESTRIA MOSQUEADA DA CANA-DE-ACUCAR
3.1) HISTORICO

A enfermidade Estria Mosqueada da cana-de-acucar foi reconhecida na
Louisiana (EUA) em 1927 e seu agente causal descrito por CHISTOPHER &
EDGERTON, (1932). Posteriormente teve sua ocorréncia registrada em mais de
24 paises, incluindo varios paises no continente africano e nas Américas
(TOKESHI, 1980; PALLERONI, 1984). Foi relatada também ser fitopatogénica a
sorgo (Sorghum bicolor) sob condicdes naturais na Nova Zelandia e apos
inoculacdo artificial (HALE & WILKIE, 1972a,b). No Brasil esta moléstia foi
constatada primeiramente em Pernambuco, sendo posteriormente relatada nos
estados da Paraiba, Rio Grande do Norte e Ceard através de levantamentos
conduzidos pelo PLANALSUCAR nos anos de 1975 a 1978 (LIU et al., 1979).
Recentemente MARIANO & WANG (1992) isolaram a bactéria causadora da estria
mosqueada da variedade B-4362 em Palmares (PE). Seus danos sdo de pouca

importancia econdmica por se restringir a variedade B-4362.

3.2) SINTOMATOLOGIA

A estria mosqueada é uma doenca restrita ao limbo foliar e em
condicbes naturais nunca foi encontrada atacando outras partes da planta. Os
sintomas se manifestam na cana-de-acucar sob a forma de estrias vermelhas
estreitas (1 a 3 mm de largura e comprimento variavel podendo atingir toda
extensdo do limbo) acompanhando as nervuras secundarias. As estrias vem
acompanhadas de um fundo mosqueado de verde e amarelo. Com a evolugao dos
sintomas as estrias se coalescem e se desenvolve extensa clorose seguida de
necrose e secamento precoce da lamina foliar. Mesmo em condi¢cbes de
inoculacdo artificial ndo causa morte do meristema apical do colmo. A doenca néo
tem sido observada em outras plantas hospedeiras, mas ap6s inoculacéo artificial

foi patogénica ao sorgo (Sorghum bicolor) e capim massambard (Sorghum
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halapense) (TOKESHI, 1980). A transmissdo do patégeno se da por respingos de
chuva e mudas contaminadas

3.3) CLASSIFICACAO E OCORRENCIA DO AGENTE CAUSAL DA ESTRIA
MOSQUEADA DA CANA-DE-ACUCAR

O agente causal da Estria Mosqueada ja recebeu véarias denominacdes.
Inicialmente CHRISTOPHER & EDGERTON (1932) classificaram este organismo
como sendo Phytomonas rubrisubalbicans. Em 1935, BURGUITS reclassificou-o
como Bacterium rubrisubalbicans e SAVULESAI (1947) inclui no género
Xanthomonas. KRASILNIKOV (1949) ap6s estudos morfolégicos e culturais,
achou mais correto inclui-lo no género Pseudomonas e sugeriu a denominagao P.
rubrisubalbicans. Recentemente BALDANI et al. (1996) incluiram a bactéria no
género Herbaspirilum sendo denominada H. rubrisubalbicans sinonimia
Pseudomonas rubrisubalbicans (CHRISTOPHER & EDGERTON, 1932 &
BALDANI et al., 1996). Apesar da escassez de relatos envolvendo a enfermidade
no Brasil, alguns autores tem relatado a presenca de H. rubrisubalbicans em
plantas ditas assintométicas. SUDO (1980) trabalhando com bactérias associadas
ao raquitismo das soqueiras da cana-de-acucar isolou estirpes de H.
rubrisubalbicans de colmos das variedades IAC 52-326, Q 28 e CP 44-101.
OLIVARES et al. (1993) isolaram H. rubrisubalbicans de raizes, colmos e folhas
de plantas de cana-de-aclcar aparentemente sadias em levantamentos
conduzidos em MG, SP e RJ. Além do mais, PIMENTEL et al. (1991) conduzindo
ensaios de fitopatogenicidade concluiram que as principais variedades de cana-
de-acucar cultivadas no Brasil naquela época (SP 70-1143, CB 54-3, NA 5679)
eram resistentes a enfermidade mesma em ensaios de inoculacdo artificial sob
condicbes de casa de vegetacdo. A ocorréncia da bactéria no interior da planta
associada a escassez de relatos da doenca sugerem que o estabelecimento de
uma interacdo endofitica entre H. rubrisubalbicans e plantas de cana-de-acUcar,
na qual a bactérias vive, pelo menos parte de seu ciclo, no interior dos tecidos da
planta sem incitar sintomas de doenca, podendo promover um beneficio a planta

hospedeira.
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OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial fitopatogénico
e 0 padrdo de colonizacdo da parte aérea de plantas de cana-de-acucar e sorgo
apés a inoculagcdo com diferentes isolados de Herbaspirillum seropedicae e H.
rubrisubalbicans, utilizando variedades contrastantes quanto a sensibilidade a

doenca estria mosqueada.
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MATERIAL E METODOS

BACTERIAS:

As estirpes de Herbaspirillum spp. utilizadas no experimento de
fitopatogenicidade (Tabela 1) foram previamente crescidas por 24 horas em meio
liquido sintético caldo nutriente (extrato de carne 3 g.I'1 peptona 5 g.l")
suplementado com glicerol (10 g.I''). Posteriormente, tomou-se uma aliquota de
0,1 ml e inoculou-se em meio JNFb liquido (BALDANI et al., 1992) isento de acido
malico, porém suplementado com glicerol e manitol (5 g.I" ) como fontes de
carbono e extrato de levedura (0,1 mg.'l) e NH,4Cl como fontes de nitrogénio. As
bactérias foram cultivadas por 24 horas, sob agitacdo continua (140 rpm) a uma
temperatura de 30 °C. O indculo foi preparado a partir desse crescimento, de onde
tomou-se uma aliquota de 4ml, centrifugou-se por 3 minutos a 2000 g e
ressuspendeu-se em aproximadamente 2ml de solugdo salina contendo 1/4 dos
sais do meio JNFb, ajustando-se para uma concentracéo final de 108 células.mt™,
que corresponde a 90% de transmiténcia lida em um colorimetro AusJena (A =
600nm).

PLANTAS E MONTAGEM DO EXPERIMENTO:

Foram utilizadas sementes de sorgo (Sorghum bicolor) variedades
BR303 e BROO5 oriundas do CNPMS-EMBRAPA e toletes de uma gema das
variedades de cana-de-acucar (hibridos interespecificos de Saccharum) B-4362
(sensivel a estria mosqueada, oriunda de Barbados) e SP 70-1143 (resistente a

estria mosqueada, oriunda da Copersucar, Sao Paulo, Brasil). O ensaio foi
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Tabela 1 - Designacdo e origem das estirpes de Herbaspirilum seropedicae e

H. rubrisubalbicans utilizadas no ensaio de fitopatogenicidade.

ESTIRPES DESIGNACAO ORIGEM

LMG

H. seropedicae

Z67(ATCC 35892) 6514 Raizes esterilizadas de arroz-Brasil
Z78 (ATCC 35893) 6513 Raizes esterilizadas de sorgo-Brasil
HRC54 - Raizes lavadas de cana-Brasil
HCC102 - Colmos de cana-de-agucar-Brasil

H. rubrisubalbicans

M4 2286 Folhas de cana-de-acUcar-EUA

M1 1278 Folhas de cana-de-acUcar-Mauricius
M5 6415 Folhas de cana-de-acucar-Reunion
M6 6420 Folhas de cana-de-agucar-Jamaica
IBSBF 175 10462 Fol has de cana-de-agucar-Mauricius

HCC1 03 Colmos de cana-de-agUcar-Brasil
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conduzido em condi¢cbes de casa de vegetacdo com 4 repeticdes por tratamento
para plantas de sorgo, e 3 repeticbes por tratamento para plantas de cana-de-
acglcar, utilizando potes plasticos preenchidos com 3 kg de solo oriundo do
horizonte superficial de um solo classificado como PVd série Itaguai, fertilizado
com o correspondente a 20 kg.ha' de N na forma de sulfato de aménio, 200
kg.ha” de P205 como superfosfato simples e 100 kg.ha' de K20 como sulfato de
potassio. Plantou-se 8 sementes ou 2 toletes por pote, deixando apés a

germinacdo duas plantas por pote.

INOCULACAO, AVALIACAO DOS SINTOMAS E REISOLAMENTO:

Plantas de sorgo com 14 dias ap6s a germinacdo e plantas de cana-de-
acucar com 35 dias apés a germinacdo tiveram suas folhas podadas (toalete) e
em seguida inoculadas por meio de injegcao no cartucho foliar. Para tal foi utilizada
uma seringa hipodérmica estéril e aplicou-se 0,5 ml de uma suspenséo bacteriana
(108 células.ml™) por planta seguindo a metodologia proposta por EIRA (1972). As
plantas foram mantidas sob condi¢cdes de camara Umida por 24 horas. A avaliacdo
dos sintomas foi visual, atribuindo-se o sinal negativo “-” para auséncia de
sintomas e o sinal positivo “+” para a presenca de estrias vermelhas no limbo
foliar, associada a descricdo sumarizada da evolucdo dos sintomas. As avaliacdes
realizaram-se aos 7 e 20 dias apés a inoculacdo para cana-de-aclcar e capim
elefante e aos 7 e 14 dias ap6s a inoculacdo para sorgo, sendo acompanhada
pelo reisolamento das bactérias em meio JNFb semi-solido sem nitrogénio como
descrito por BALDANI et al. (1992), utilizando fragmentos do limbo foliar (0,2 X
0,5cm) inoculados em meio JNFb semi-solido, com 3 repeticdes por tratamento,
superficialmente desinfetadas com alcool 70% por 1 minuto, hipoclorito de sodio
solugdo 30% v/v por 30 segundos e lavado em &gua estéril por trés vezes dentro
de um periodo de 5 minutos. Herbaspirillum foi reconhecido pela formacédo de
pelicula em meio JNFb semi-sélido, morfologia celular e movimento ao
microscopio de contraste de fase, bem como formacdo de colbnias tipicas do
género em meio JNFb solido contendo o triplo da concentracdo de azul de

bromotimol (BALDANI et al., 1992). O controle constou de plantas que receberam o
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mesmo tratamento acima descrito, porém foram inoculadas apenas com solucao

salina estéril.

MICROSOPIA OTICA E ELETRONICA DE TRANSMISSAO E VARREDURA:

As amostras do limbo foliar de sorgo var. BR 303 e cana-de-acucar
variedades SP 70-1 143 e B-4362 foram transportados ao laboratério em sacos
plasticos mantidos a baixa temperatura e imediatamente segmentos do limbo foliar
variando de 1,0 a 10 mm?2 foram preparados como descrito no capitulo Il desta

tese.

IMUNOMARCACAO COM PARTICULAS DE OURO PARA MICROSCOPIA
OTICA E ELETRONICA DE TRANSMISSAO:

Foi feita como descrita no capitulo Il desta tese.

FOTOGRAFIA E REVELACAO:

Como descrito no capitulo Ill desta tese.

CONTAGEM DE PARTICULAS DE OURO:

SecOes do limbo foliar das variedades de cana-de-acucar SP 70-1143 e
B-4362 infectadas por H. rubrisubalbicans estirpe M4 foram preparadas para MET
e imunomarcadas com ouro como descrito anteriormente. A contagem das
particulas de ouro associadas as bactérias foi feita em micrografias com aumentos
de 30.000 a 40.000 vezes produzidas ao MET. Utilizou-se 10 repeticbes por
tratamento, considerando apenas bactérias expostas em secdo transversal. As
médias de tratamento foram estatisticamente comparadas pelo teste t de Student
(a = 1 %), utilizando o programa MSTATC.

CONTAGEM DE CLOROPLASTOS:
SecOes transversais semi-finas de segmentos do limbo foliar de cana-
de-acucar das variedades SP 70-1143 e B-4362 oriundos de 5 blocos diferentes

por tratamento, foram coradas com azul de toluidina sol. 1% e levadas ao
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microscopio 6tico para avaliagdo do numero de cloroplastos presentes em células
da bainha foliar associadas aos feixes vasculares primario e secundario. Foram
comparadas plantas inoculadas contra plantas ndo inoculadas aos 20 d.a.i. com H.
rubrisubalbicans estirpe M4 de ambas variedades. Os resultados obtidos foram
média de 25 repeticbes para células da bainha associadas a nervura priméria e 50
repeticbes para células da bainha associadas a nervura secundaria. O teste de
comparacdo de média utilizado foi o teste t de Student com nivel de significancia o

= 1% e os dados analisados utilizando o programa MSTATC.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

REISOLAMENTO DAS BACTERIAS E EXPRESSAO DOS SINTOMAS DA
DOENCA:

Estria mosqueada da cana-de-acucar:

Ambas espécies de Herbaspirillum foram reisoladas dos tecidos foliares
das variedades SP 70-1143 e B-4362 proximos ao ponto de inoculacédo aos 7 e 20
dias apdés a inoculacdo (Tabela 2) sendo cultivadas em meio JNFb semi-sélido
(BALDANI et al., 1992). Plantas inoculadas com estirpes de H. seropedicae néo
incitaram sintomas da doenca em nenhuma das variedades testadas (Tabela 3),
observou-se apenas o desenvolvimento de uma pequena area necrotica ao redor
do ponto de inoculagcdo no limbo foliar. Os tecidos adjacentes ao local de
inoculacdo apresentavam-se sadios, sem desenvolvimento de clorose ou estrias
vermelhas. Em contraste, o ponto de inoculagdo no limbo foliar de ambas
variedades inoculadas com H. rubrisubalbicans apresentava-se avermelhado e
extensiva anasarca desenvolveu-se no ponto inicial de inoculacdo na regidao do
cartucho foliar. Todas as estirpes de H. rubrisubalbicans produziram sintomas
visiveis da doenca estria mosqueada aos 7 dias apos a inoculacdo apenas na
variedade sensivel B-4362 (Figura 1A e Tabela 3). Os sintomas caracterizaram-se
pelo desenvolvimento de um forte mosqueado, seguido de necrose na regido de
maior severidade da doencga e estrias vermelhas ao longo das nervuras no limbo
foliar, similares aqueles reportados por CHRISTOPHER & EDGERTON (1932).
Aos 20 dias ap6 a inoculacdo, a doenca atingiu seu pico na var. B-4362, nao
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Tabela 2 - Reisolamento de Herbaspirillum spp. de amostras de folhas préximas ao
ponto de inoculacdo em meio JNFb semi-solido aos 7 e 14 d.a.i. para

sorgo e 7 e 20 d.a.i. para cana-de-agucar.

Saccharum spp. var. S. bicolor

ESTIRPES SP 70-1143 B-4362 var.BR 303

d.a.i. 7 20 7 20 7 14
H. rubrisubalbicans
M4 32 3 3 2 2
IBSBF 175 3 3 3 3 2 2
Ml 3 3 3 3 2 2
HCC103 3 2 3 3 3 1
H. seropedicae
267 3 1 3 1 2 2
Z78 3 0 3 0 2 2
HRC54 3 2 3 1 2 0
HCC102 3 1 3 1 2 1
CONTROLE 0 0 0° 0 0 0
A

Os resultados de reisolamento expressos acima foram obtidos pela conjugagédo de dois
experimemtos, sendo que apenas no segundo foram colhidas amostras para microscopia 6tica e
eletronica.

® No primeiro ensaio Herbaspirillum foi isolado de folhas de cana-de-aclcar da var. B-4362
pertencentes ao controle ndo inoculado em ndmeros variando de 105 a 106 células.g”, em testes
bioquimicos e moleculares a bactéria foi classificada como o de 105 a 106 H. rubrisubalbicans (estirpe B-4362 ).

© N° frascos positivos num total de 3.



Tabela 3- Avaliacdo dos sintomas da doenca estria mosqueada/estria vermelha
em plantas de cana-de-acucar (hibridos interespecificos de Saccharum)

aos 20 dias ap6s a inoculacdo e sorgo (Sorghum bicolor) aos 14 dias

apos inoculagao.

Saccharum spp. var. S. bicolor var.

ESTIRPES SP 70-1143 B-4362 BR 303 BR 005
H. rubrisubalbicans
M4 1A 2 2 2
IBSBF 175 1 3 2 1
M1 1 3 2 2
HCC103 1 2 1 1
H. seropedicae
267 0 0 1 1
Z78 0 0 0 0
HRC54 0 0 0 0
HCC102 0 0 0 0
CONTROLE 0 0 0 0

A Escala de intensidade de sintomas variando de 0 a 3

Nota 0: auséncia de anasarca no cartucho foliar, presenca de halo necrético ao redor do ponto de

inoculagdo e auséncia de mosqueado e estrias vermelhas no limbo foliar;

Nota 1: anasarca menor que 2mm de didmetro no cartucho, presenca de halo avermelhado ao

redor do ponto de inoculagcdo associada a auséncia de mosqueado e estrias vermelhas < 2mm de

compnmento;
Nota 2: anasarca entre 2 e 5 mm de didmetro, presenca de halo avermelhado ao redor do ponto de

inoculacao no limbo foliar, estrias vermelhas de at¢ 50 mm e mosqueado préximo ao ponto de
inoculacgdo;

Nota 3: anasarca maior que 100 mm de diametro, presenca de halo avermelhado ao redor do
ponto de inoculacdo e desenvolvimento continuo de &rea necrética e mosqueado associados a

estrias vermelhas maiores que 50 mm,;

Obs: em sorgo nao ha expressao de sintomas de mosqueado



FIGURA 1

Figura 1A: Folhas de cana-de-acucar (Saccharum sp.) cv. B-4362, apds 7 dias da
inoculagdo com H. rubrisubalbicans estirpe IBSBF 175 (direita), comparada com o
controle (inoculado com solucdo salina). Estrias vermelhas se desenvolvendo ao
longo das nervuras a partir do ponto de inoculacéo (seta), barra = 5 mm.

Figura 1B: Folhas de cana-de-acglcar cv. B-4362 aos 20 dias apds a inoculagéo
com H. rubrisubalbicans estirpe M4 mostrando sintomas tipicos de estria
mosqueada, observar necrose e mosqueado (setas grandes e estrela), acima e
abaixo do ponto de inoculacdo (seta pequena), barra = 5 mm.

Figura 1C: Fotomicrografia de microscopia otica (FMO) de secdo longitudinal do
mesofilo foliar de cana-de-agucar cv. B-4362 aos 7 d.a.i. com H. rubrisubalbicans.
Vaso do protoxilema colonizado pela bactéria (B) e produgdo de goma (%), corado
de verde-azulado com azul de toluidina. Notar colonizacdo dos espacos

intercelulares do mesofilo (setas), barra = 10 pum.

Figura 1D: FMO de secao longitudinal do mesofilo foliar da cana-de-acucar cv. B-
4362 infectado com H. rubrisubalbicans (20 d.a.i.). Os espacos intercelulares das
células do mesdfilo sdo densamento colonizados por bactérias (setas grandes) e
producdo de gomas coradas de verde-azulado (setas pequenas), barra = 10 um.

AbreviacOes: epiderme (E).






274

sendo necessario realizar colheitas posteriores para investigar o progresso da
doenca. Nesta etapa, todos os estagios da doenca tinham sido observados,
incluindo necrose préximo ao ponto de inoculacao, estrias vermelhas coalescentes
associadas a um fundo clorético e estrias vermelhas evoluindo ao longo das
nervuras em ambas direcbes (Figura 1A, 1B). Plantas da var. B-4362
apresentando sintomas ndo morreram, porém observou-se uma reducdo na vida
atil de folhas expressando sintomas, que tiveram seu processo de senescéncia
acelerado. Na variedade SP 70-1143 (resistente a estria mosqueada), H.
rubrisubalbicans n&o incitou sintomas da doenca em nenhuma das épocas de
colheita, desenvolvendo apenas esporadicamente estrias vermelhas de no

méaximo 2mm de comprimento ao redor do ponto de inoculacdo (Tabela 3).

Estrias Vermelhas em sorgo (Sorghum bicolor):

Ambas espécies de Herbaspirillum spp. foram reisoladas de folhas de
sorgo das variedades BR 303 e BR 005, proximo ao ponto de inoculagdo aos 5 e
14 dias apo6s a inoculagcdo, sendo cultivadas em meio JNFb semi-solido (Tabela 2).
Entretanto, apenas plantas inoculadas com estirpes de H. rubrisubalbicans
expressaram sintomas tipicos da enfermidade, caracterizada pela presenca de
estrias vermelhas de comprimento variavel ao longo das nervuras do limbo foliar
(Figura 2A, 2C e Tabela 3). Plantas inoculadas com H. seropedicae néo
desenvolveram sintomas da doenca, embora algumas estrias muito pequenas
tenham sido observadas (< 3mm) proximas ao ponto de inoculacdo em plantas
inoculadas com a estirpe Z67, o que nao ocorreu no controle ndo inoculado
(Figura 2B). Ademais, em contraste com plantas inoculadas com H. seropedicae
cujo ponto de inoculacdo no cartucho foliar apresentou-se necrotico, plantas
inoculadas com H. rubrisubalbicans apresentaram &reas circulares de cor
vermelha com inducdo de anasarca. Os sintomas observados foram similares
aqueles descritos por HALE & WILKIE (1972b). PIMENTEL et al. (1991) em
trabalhos anteriores, demonstraram que ambas espécies de Herbaspirillum
poderiam induzir estrias vermelhas em sorgo apés a inoculagéo artificial, embora

estirpes de H. rubrisubalbicans fossem invariavelmente mais virulentas. Tais
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FIGURA 2

Figura 2A: Folha de sorgo mostrando sintomas de estria vermelha aos 14 dias
apoés a inoculacdo com H. rubrisubalbicans. Observar cor avermelhada do ponto
de inoculagcdo (seta cheia pequena) e as estrias vermelhas podem ser vistas
acima e abaixo do ponto de inoculacdo (setas vazias grande e pequena)
coincidentes com as nervuras secundarias. Observar area necrotica
imediatamente abaixo do ponto de inoculagdo (%), barra =5 mm.

Figura 2B: Folha de sorgo apds inoculacdo com solucdo salina (tratamento
controle). Observar auséncia de cor vermelha ao redor do ponto de inoculacéo
(seta), barra = 5mm.

Figura 2C: Folha de sorgo inoculada com H. rubrisubalbicans mostrando evolucéo
das estrias ao longo da nervura (setas), barra = 10 mm.

Figura 2D: FMO de sec¢do transversal do limbo foliar de sorgo 5 dias apo6s a
inoculagdo com H. rubrisubalbicans estirpe M4. Observar colonizagdo restrita aos
vasos do protoxilema e metaxilema. Cloroplastos (setas), barra = 20um.

Abreviagfes: Metaxilema (M), Bainha vascular (BS), Mesdfilo (Me), Protoxilema
(Pr), Floema (P), Esclerénquima (Es), (b) bactéria, bar = 20pm.
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resultados diferem em parte dos obtidos no presente estudo. Estas diferencas
podem ser explicadas pela reducdo da concentracdo de inoculo e por diferencas
ambientais na casa de vegetacdo, jA que o0 ensaio do presente estudo foi
conduzido no periodo de invemo. Aos 14 dias ap6s a inoculacédo todos os estagios
da doenca ja tinham sido observados, ocorrendo degradacdo e necrose em
regides do limbo foliar proximas ao ponto de inoculacdo e estrias vermelhas
evoluindo em ambas dire¢cbes do limbo foliar (Figura 2C). Importante destacar que
em se tratando de uma doenca de carater secundario (TOKESHI, 1980) danos a
planta se restringem as folhas inoculadas que tem seu processo de senescéncia
acelerado.

Comparando a expressdo de sintomas em cana-de-aclcar e sorgo,
podemos destacar que H. rubrisubalbicans incitou sintomas de doenca em ambas
plantas, respectivamente estria mosqueada da cana-de-acUcar e estria vermelha
do sorgo. Entretanto, existe uma diferenca importante entre as duas gramineas
com relacdo a resposta a infeccdo, qual seja a capacidade de H. seropedicae
colonizar e causar sintomas leves (infrequentes) de estria vermelha em sorgo,
mas nao em cana-de-acucar. PIMENTEL et al. (1991) relataram que nenhuma
variedade de cana-de-agUcar expressou sintomas de doenca quando inoculada
com H. seropedicae, e isto foi confirmado no presente estudo, onde
H. seropedicae induziu resposta hipersensivel quando inoculado em folhas de
cana-de-acucar. Outra diferenca entre sorgo e cana-de-acucar, que sera discutida
posteriormente, esta na localizagcdo das bactérias no tecido do hospedeiro. Em
sorgo ambas espécies de Herbaspirillum colonizaram apenas os vasos do xilema
(Figura 2D), enquanto que em cana-de-acgucar, H. rubrisubalbicans colonizou
também o mesofilo foliar (Figura 1C, 1D). Este aspecto é determinante na
aparéncia dos sintomas, ja que as estrias vermelhas caracteristicas da doenca em
sorgo correspondem a colonizacdo do sistema vascular pela bactéria, sendo a
necrose posterior devido a deficiéncia de nutrientes e agua causada pelo blogueio
dos vasos e ndo por patogénese direta dos tecidos do limbo foliar. Enquanto que,
em cana-de-acUcar, as estrias vermelhas (fruto da colonizacdo dos vasos) estdo

associadas a um fundo mosqueado verde-amarelo, correspondente a invasao dos
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espacos intercelulares das células do mesofilo e degradacdo de cloroplastos pela

bactéria.

LOCALIZACAO DAS BACTERIAS E RESPOSTA DE FOLHAS DE CANA-DE-
ACUCAR E SORGO A INFECCAO POR ESTIRPES DE H. seropedicae

A inoculagéo artificial de folhas de cana-de-aclUcar das variedades SP
70-1143 e B-4362 com diferentes estirpes de H. seropedicae ndo incitou
sintomas da doenca estria mosqueada. Estes resultados concordam com aqueles
obtidos por PIMENTEL et al. (1991) que realizaram ensaios de fitopatogenicidade
em casa de vegetacdo utilizando diferentes gendétipos comerciais de cana-de-
acucar. A observacdo de um grande numero de sec¢des do limbo foliar ao
microscopio O6tico revelaram auséncia de colonizagdo dos tecidos foliares.
Paradoxalmente, H. seropedicae foi reisolado em meio de cultura de folhas
inoculadas, aos 7 e 20 dias ap6s a inoculacdo. Avalicbes posteriores
demonstraram que as bactérias reisoladas em meio semi-solido provinham de
regibes contendo tecidos desorganizados e de aparéncia necrética que se
formavam ao redor do ponto de inoculacdo, confinando as bactérias e nao
permitindo a colonizacédo de outras regides do limbo foliar (Figuras 3A, 3B, 3C, 3D
e 3E). O desenvolvimento deste halo necrdtico ocorreu dentro de 48 horas apés a
inoculagdo com H. seropedicae em ambas variedades testadas e ndo foi
observado no tratamento controle ou inoculado com H. rubrisubalbicans. Resposta
necrética deste tipo € indicativo de uma resposta hipersensivel (RH), que
caracteriza-se como uma resposta de defesa da planta de natureza necrética e
rapida, bastante efetiva contra infeccdo por bactérias incompativeis (SEQUEIRA et
al.,, 1977, MCKHANN & HIRSCH, 1994). Uma hipotese para inducdo de RH por
uma bactéria aparentemente “compativel”’, a qual é encontrada naturalmente em
gramineas (BALDANI et al.,1992; OLIVARES et al., 1996), incluindo cana-de-
acucar como planta hospedeira, poderia ser explicado por uma incompatibilidade
natural entre os tecidos foliares de cana-de-acucar e H. seropedicae. Estudos
recentes de infeccdo de raizes de plantas de cana-de-aclcar micropropagadas

conduzidos por OLIVARES (nesta tese), demonstraram que secdes de raizes e
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FIGURA 3
Figuras 3A-D: Resposta hipersensivel de folhas de cana-de-acucar cv. SP 70-
1143 apos inoculacdo com H. seropedicae estirpe Z67.

Figura 3A: Fotomicrografia de microscopia eletronica de varredura (FMEV)
mostrando o sitio de inocula¢do no limbo foliar (seta), bar = 5 mm.

Figura 3B: FMO de secdo longitudinal do limbo foliar Observar coagulagdo do
conteudo citoplasmaético (%), necrose e deformacdo celular associada a massa
densa de bactérias (setas), bar = 5um.

Figura 3C: FMEV mostrando as bactérias aderidas a parede celular,
aparentemente cementadas (setas), barra = 20 ym.

Figura 3D: FMEV mostrando a parede celular das células do mesofilo com
bactérias, barra = 5 um.

Figura 3E: FMO de detalhe da Fig. 3B. Observar bactérias (setas) embebidas em
uma matrix amorfa, aparentemente de células vegetais degradadas, bar = 10 pm.






281

colmos, mas nao de folhas, foram amplamente colonizadas por H. seropedicae.
Nestes estudos de infeccdo radicular, ndo foram observados sinais de uma
reacdo patogénica, pelo contrario foi observado um incremento no elongamento e
peso da matéria seca de raizes comparadas com o controle ndo inoculado. Em
adicdo, em levantamentos de ocorréncia conduzidos a campo por OLIVARES et
al., (1996) H. seropedicae foi isolado de raizes a colmos de diversas variedades
de cana-de-acucar, mas ndo de folhas, o que sugere que os tecidos foliares talvez
ndo sejam sitios naturais de colonizacdo para H. seropedicae em cana-de-acucar.
Uma segunda hipotese para a inducdo de RH por H. seropedicae em folhas de
cana-de-acucar resulta da analise sobre a artificialidade do método de inoculacéo,
gue coloca um numero muito grande de bactérias em contato com os tecidos
foliares gerando uma resposta hipersensivel, o que fatalmente ndo ocorreria sob
condicbes naturais. E bem documentado na literatura que a RH é dependente da
concentragdo do indculo, € que em concentracdes elevadas de indculo, bactérias
fitopatogénicas compativeis a uma dada planta hospedeira podem incitar uma
resposta hipersensivel (BRETSCHENEIDER et al., 1989).

A avaliacdo de segmentos do limbo preparados para observacdo ao
microscopio permitiram concluir que em plantas de sorgo com 5 dias apés a
inoculacdo, H. seropedicae foi observado no tecido foliar com menor frequéncia
gue H. rubrisubalbicans, colonizando os vasos e lacuna do protoxilema e néo
sendo observado no mesofilo foliar (Figuras 4D, 5D). As colénias de H.
seropedicae ndo se apresentavam muito densas, ndo obstruindo o limem dos
vasos, ademais observou-se a liberacdo de muco extracelular pela bactéria no
interior dos vasos, o qual foi reconhecido por anticorpos especificos para H.
seropedicae (Figura 5D). Aos 14 dias ap6s a inoculacdo, a colonizacdo dos vasos
do metaxilema por H. seropedicae foi mais frequente e a bactéria foi observada
associada intimamente as deposicdes de parede secundaria dos vasos do
metaxilema, formando pequenas camadas Nesta época ndo foram observadas
gomas ou mesmo bactérias ocluindo o limem dos vasos e estas regides do limbo

apresentavam-se assintomaticas (Figura 7D).
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FIGURA 4

Figura 4A: Secdo transversal do limbo foliar de sorgo 5 dias ap6s a inoculacao
com Herbaspirillum rubrisubalbicans. Esta sec&o foi incubada com anticorpos
especificos e imunomarcadas com ouro, seguido de enriquecimento com prata, e
mostrando a bactéria (setas) ocupando o protoxilemal/lacuna e metaxilema (M),

ndo infectando nenhum outro tecido, barra = 20 pum.

Figura 4B: Sec¢do similar a anterior incubada com soro pré-imune (controle), ao
invés de anti-H. rubrisubalbicans. Notar a auséncia de deposicdo de prata (setas).
Metaxilema (M), barra = 20 um.

Figura 4C: Secdo similar a fig. 4A, incubada com anticorpo policlonal contra o
componente Il da nitrogenase. A bactéria na lacuna associada ao metaxilema (M)
foi imunomarcada (seta grande), mas aquelas colonizando o protoxilema nao
(setas pequenas), barra = 20 um.

Figura 4D: Sec¢do transversal do limbo foliar de sorgo 5 dias ap6s a inoculacdo
com Herbaspirilum seropedicae. Esta se¢do foi incubada com anticorpos
especificos e imunomarcadas com ouro, seguido de enriguecimento com prata. A
bactéria (setas) ocupa o protoxilema (seta), barra = 20 um.
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FIGURA 5

Figura 5A: Fotomicrografia de microscopia eletronica de transmissdo (FMET)
mostrando H. rubrisubalbicans colonizando o protoxilema (P) e a lacuna (L) de
folhas de sorgo, 5 d.a.i., barra=2 um.

Figura 5B: FMET de H. rubrisubalbicans no protoxilema de sorgo, 5 d.ai. A
bactéria (b) foi imunomarcada com ouro. Notar que a regido nao infectada do
lumem dos vasos do protoxilema contendo material denso, foi também
imunomarcada com ouro (%), barra = 500 nm.

Figura 5C: Fotomicrografia de microscopia eletronica de transmissdo (FMET)
mostrando H. seropedicae colonizando o protoxilema (P) de folhas de sorgo, 5
d.a.i. A bactéria (setas) encontra-se em menor densidade que H. rubrisubalbicans.
Observa-se também a presenga de muco no interior dos vasos (k). Célula do feixe
vascular (C) em processo de senescéncia, barra = 2 um.

Figura 5D: Magnificagdo da secgdo anterior mostrando o reconhecimento da
bactéria (b) utilizando anticorpos policlonais anti-H.seropedicae e imunomarcagao
com ouro. Notar reacdo com o muco liberado pela bactéria dentro do vaso (%),
barra = 500 nm.

Abreviagdes: Metaxilema (M), Parede celular (W).
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De modo diferente a interagdo com cana-de-agucar, H. seropedicae em
sorgo coloniza os tecidos xilematicos do limbo foliar, bem como nao elicia uma

resposta de defesa severa, tal como RH ou sintomas de doenca.

LOCALIZAGAO DAS BACTERIAS E RESPOSTA DE FOLHAS DE SORGO E
CANA-DE-AGUCAR A INFECGAO POR ESTIRPES DE H. rubrisubalbicans.

COLONIZAGAO DOS VASOS DO XILEMA EM SORGO

H. rubrisubalbicans foi facilmente localizado nos tecidos foliares de
sorgo ao microscopio 6tico em ambas épocas de colheita (5 e 14 dias apds a
inoculagéo) através de preparagdo e cortes de segbes apresentando estrias
vermelhas. Em sec¢des transversais aos 5 d.a.i., a bactéria pdde ser observada em
grandes numeros dentro dos vasos do protoxilema e na lacuna, geralmente
bloqueando o lumem (Figuras 4A, 4B e 5A). Estas bactérias foram confirmadas
ser H. rubrisubalbicans através da técnica de imunomarcagdo com ouro utilizando
anticorpos especificos (Figura 5B). Observadas ao MET aos 5 d.a.i, as bactérias
mediam de 0,5 a 1,0 ym de comprimento e localizavam-se preferencialmente nos
vasos e lacunas do protoxilema, apresentando-se organizadas em microcoldnias
envolvidas por material de aspecto fibrilar (Figura 5A). Nestes estagios iniciais da
interagdo, as bactérias ndo mostraram sinais de lise ou ataque da planta
hospedeira. A superficie das bactérias reagiu fortemente com anticorpos para H.
rubrisubalbicans e a bactéria foi envolvida por um muco, provaveimente EPS/LPS,
0s quais reagiram com o anticorpo. Material marcado com ouro (presumivelmente
EPS) foi também encontrado disperso no itmem do vaso contendo bactérias
(Figura 5B).

Aos 14 dias apds a inoculagdo, segbes de regides da nervura em
transicao entre estria vermelha e a area sem sintomas, observou-se deposi¢do de
grande quantidade de gomas sintetizadas pela planta que foram coradas de verde
com azul de toluidina (Figura 6A), 0 que sugere a presenga de compostos
fendlicos e taninos nesta matrix. A sintese destes compostos nao foi aparente até

14 dai, no entanto sua producdo em larga escala pelo hospedeiro foi
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responsavel pelo confinamento de H. rubrisubalbicans em coldnias dentro dos
vasos e supostamente a redugdo do espalhamento da doenca dentro dos vasos
(Figura 6A). E interessante destacar que a goma produzida ndo somente impediu
o espalhamento das bactérias, mas também envolveu e definiu microcoldnias de
bactérias (Figura 6B). Algumas destas estruturas pareciam estar envolvidas por
membrana, ademais dentro das coldnias ndo foram visiveis gomas da planta
hospedeira e as bactérias pareciam saudaveis (Figura 6C). As bactérias
encontravam-se intimamente associadas a parede celulér dos vasos do xilema,
com microcoldnias frequentemente em intima associagdo com pontuagbes de
vaso (Figura 6C), sendo também observadas embebidas em matrix fibrilar nas
jungdes entre os vasos do protoxilema e do metaxilema (Figura 6D). Microcoldnias
de bactérias também foram observadas nos tecidos condutores de plantas de
cana-de-agucar colonizadas por Clavibacter xyli subsp xyli agente causal do
raquitismo das soqueiras (KAO & DAMANN, 1980). Em regides densamente
colonizadas das folhas, particularmente areas préximas ao ponto de inoculacdo de
H. rubrisubalbicans, a bactéria ocupou completamente o limem dos vasos (Figura
7A, 7B). Foi observada que a densidade de bactérias dentro dos vasos do
protoxilema foi sempre superior que dentro dos vasos do metaxilema, os quais
apresentavam bactérias mais difusas e menor intensidade de coloragdo. Como
observado em regides em estagios iniciais da doenga, ocorreu sintese de gomas
(Figura 7B). Entretanto, a despeito da sintese desses compostos, as bactérias
localizadas no interior dos vasos apresentavam estrutura intacta, sem sinais de
ataque do hospedeiro, acumulando granulos de poli-hidroxibutirato (PHB) e
dividindo-se ativamente (Figura 7C) .

Considerando a evolugdo da necrose foliar em regiées do limbo foliar
em estagios mais avangados da doenga e a presenga de grande numero de
bactérias no interior dos elementos de vaso do xilema, é intrigante que o mesdfilo
adjacente a estes sitios ndo tenha sido infectado por nenhuma das espécies de

Herbaspinllum.
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FIGURA 6

Figuras 6A-D: Secdes foram tomadas da regido de interface entre a presenca de
estria vermelha e n&o (setas brancas pequenas na figura 2A), em folhas de sorgo
aos 14 dias ap0s a inoculagdo com H. rubrisubalbicans.

Figura 6A: Secdo longitudinal mostrando os vasos do metaxilema (M)contendo
gomas produzidas pela planta, a qual envolve coldnias grandes de bactérias
(setas grandes) e coldnias pequenas (setas pequenas). O protoxilema (P) parece
nao colonizado, porém esta preenchido com gomas, barra = 20 um.

Figura 6B: FMET mostrando H. rubrisubalbicans dentro do metaxilema (M). O
limem do vaso apresenta deposigdo de goma (%), a qual envolve bactérias
individuais e colbnias (setas), barra = 2 um.

Figura 6C: FMET de detalhe de uma microcoldénia de H. rubrisubalbicans
associada a pontuagéo (p) da parede do vaso do metaxilema (M). Observar as
bactérias aparentemente saudaveis (b) envolta por uma membrana (seta), barra =
500nm.

Figura 6D: FMET mostrando H. rubrisubalbicans envolto por material gomoso
(asteriscos), na jungdo entre as paredes celulares dos vasos do protoxilema (P) e

metaxilema(M), barra =1 um.

Abreviagdo: Epiderme (E).
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COLONIZAQAO DOS VASOS DO XILEMA DE CANA-DE-ACUCAR

Em contraste com H. seropedicae, a inoculacdo de folhas de cana-de-
agucar com estirpes de H. rubrisubalbicans resultou na expressdo da doenca
estria mosqueada. A severidade dos sintomas dependeu da variedade de planta, e
a extensao da colonizag&o dos tecidos foliares foi um indicativo da suscetibilidade
relativa a doenca. Somente a variedade B-4362; relatada como sensivel
(TOKESHI et al., 1980) produziu os sintomas tipicos da doenca. Entretanto, em
ambas variedades de cana-de-acucar foi facil localizar H. rubrisubalbicans no
interior dos tecidos foliares por meio de microscopia Otica e eletronica.
Comparando a colonizacdo de H. rubrisubalbicans nas variedades resistente e
sensivel, observou-se um padrdo distinto de colonizacdo dos vasos do xilema e
dos espacos intercelulares das células do mesofilo, fungdo do grau de
sensibilidade a doenca.

Comparando primeiramente a colonizacdo dos vasos do xilema,
observou-se que aos 7 dias ap6s a inoculagdo, na variedade sensivel a estria
mosqueada (B-4362) a bactéria foi encontrada colonizando parcialmente o limem
dos vasos do protoxilema e os vasos do metaxilema em regides do limbo foliar
apresentando estrias vermelhas (Figura 8A). Aos 20 dias ap6s a inoculacéo,
muitos vasos foram completamente obstruidos (Figura 8B). Curiosamente, vasos
do protoxilema apresentavam uma densidade de colonizacdo bacteriana maior
gue os vasos do metaxilema. Este Ultimo apresentava ao microscopio otico,
células bacterianas mais espacadas entre si e coloracdo menos intensa com azul
de toluidina, o que foi também observado em sorgo.

Na variedade resistente (SP 70-1143) observagbes ao microscépio
otico do xilema em regibes do limbo foliar préximo ao ponto de inoculacéo,
revelaram a presenga de uma combinagdo de colbnias bacterianas encapsuladas
(envoltas por material membranoso) aderidas a parede celular secundaria dos
vasos do metaxilema e a secrecdo de um material de aspecto mucoso, corado de
verde pelo uso de azul de toluidina no interior do limem do vasos do xilema
(Figura 8C, 8D). Este material foi observado também na var. B-4362, porém foi

aparentemente sintetizado em menor quantidade e associado a regibes de menor



291

FIGURA 7

Figuras 7A-C: Secbes obtidas de regides do limbo foliar de sorgo 14 dias apo6s a
inoculagcdo com H. rubrisubalbicans, exibindo sintomas avancados de estria
vermelha (setas brancas grandes na fig. 2A).

Figura 7A: Secédo longitudinal mostrando que o xilema, particularmente o
protoxilema (P), esta densamente colonizado pela bactéria, barra = 10 pum.

Figura 7B: FMET mostrando que as bactérias presentes no metaxilema, néo
apresentam-se mais confinadas em microcolonias, como aquelas presentes em
regibes de transicdo da doenca (Figs. 4A-C), com a bactérias obstruindo
completamente o limem e apenas uma fina camada de goma envolvendo as
bactérias (asteriscos). A bactéria continua restrita ao xilema, com células de

parénquima do feixe apresentando cloroplastos intactos (seta), barra =5 pm.

Figura 7C: Magnificacdo da figura 7B, mostrando H. rubrisubalbicans no interior
do metaxilema dividindo-se ativamente (setas), barra = 5 um.

Figura 7D: Secdo longitudinal do protoxilema da folha de sorgo aos 14 dias apos
a inoculacdo com H. seropedicae. a bactéria apresenta-se confinada a parede do
vaso (setas), ficando o limem quase que completamente livre de bactérias e

gomas, barra = 10 um.

Abreviacdes: Metaxilema (M), Feixe vascular (BS),
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densidade de colonizacdo pelas bactérias. Em adicdo, as colbnias de bactérias
associadas aos vasos da var. SP 70-1143 ndo se multiplicaram ao ponto de
obstruir o limem dos vasos, permanecendo como agregados de células de
Herbaspirillum organizados em colbnias discretas (Figuras 8C, 8D). Tais
microcolénias foram também observadas nos vasos do xilema de sorgo inoculado
com H. rubrisubalbicans (nesta tese) e sdo bastante similares aquelas mostradas
por KAO & DAMANN, (1980) em cana-de-acucar infectada naturalmente pelo
agente causal do raquitismo das soqueiras, Clavibacter xyli subsp. xyli. Tal como
no presente estudo para H. rubrisubalbicans, KAO & DAMANN, (1980) relataram
gue vasos do xilema infectados por C. xyli subsp. xyli ndo sofreram aparentemente
danos visiveis tais como degradacao e ruptura da parede celular, o que sugere um
grau mais evoluido de compatibilidade entre a planta e a bactéria, jA que a grande
maioria dos fitopatdgenos do sistema vascular multiplica-se rapidamente no
interior da lumem, obstruindo e rompendo a parede dos vasos por pressao
mecanica associada ou ndo a dissolucdo enzimatica da parede celular (WALLIS,
1977; KAO & DAMANN, 1980; GROSS & CODY, 1985; LEIGH & COPLIN, 1992;
BOHER et al., 1995). De acordo com 0 exposto, podemos pressupor que a
colonizacdo dos vasos do xilema nem sempre produz danos 6bvios a planta
hospedeira e a bactéria infectante e que uma situacdo de equilibrio pode ser
atingida, como demonstrada na interacdo resistente no presente estudo e em
outras interacdes (BRETSCHNEIDER et al.,, 1989).

A grande quantidade de goma produzida no interior do limen dos vasos
da var. SP 70-1143 é supostamente parte dos mecanismos ndo especificos de
defesa da planta hospedeira eliciado pela colonizagdo da bactéria (WALLIS, 1977;
OUCHI, 1983; BRETSCHNEIDER et al.,1989; VASSE et al.,1993; PERROTO et
al., 1994; YOUNG et al., 1995). Este material de aparéncia gomosa preenchendo as
cavidades entre as deposi¢cdes de parede secundaria e o limem dos vasos foi
similar aquele relatado por VANDERMOLEN et al. (1977), KAO & DAMANN
(1980) BRETSCHNEIDER et al. (1989) e BOHER et al. (1995).

VANDERMOLEN et al. (1977) propuseram que 0sS géis e gomas sao
originados da expansdo dos constituintes da parede celular primaria, lamela média
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FIGURA 8
Figuras 8A-D: Fotomicrografias de microscopia 6tica (FMO).

Figura 8A: FMO de secdo transversal do feixe vascular de folhas de cana-de-
aclucar cv. B-4362 aos 7 d.a.i. com H. rubrisubalbicans. Um dos metaxilema
apresenta-se colonizado pela bactéria (b). Existem poucos cloroplastos (setas) na
bainha vascular adjacente ao vaso colonizado barra = 10 ym.

Figura 8B: FMo de secdo longitudinal do feixe vascular de folhas de cana-de-
acucar cv. B-4362 aos 20 d.a.i. com H. rubrisubalbicans. O protoxilema esta
densamente colonizado, comparado ao metaxilema, barra = 10um.

Figura 8C: FMO de secdo transversal do feixe vascular de folhas de cana-de-
acucar cv. SP 70-1143 aos 20 d.a.i. com H. rubrisubalbicans. Um dos vasos do
metaxilema (M) contém col6énias de bactérias (setas), estando o resto do limem

do vaso ocluso por uma goma (*), barra = 10 um.

Figura 8D: FMO de secdo longitudinal do feixe vascular de folhas de cana-de-
acucar cv. SP 70-1143 aos 20 d.a.i. com H. rubrisubalbicans, mostrando col6nias
de bactérias, aparentemente envolvidas por uma membrana (setas). O limem do

metaxilema contém gomas (*), barra = 10 um.

Abreviacdes: epiderme (E), bainha vascular (bs), metaxilema (M), Floema (P),
protoxilema (Pr).
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e das placas de perfuragcdo dos elementos condutores do xilema e sdo produzidos
como um mecanismo geral em resposta a infeccdo por patdégenos, impedindo seu
avanco. Outros autores citam que associada a goma e géis, sdo sintetizados uma
série de compostos de defesa tais como proteinas da classe das lectinas,
glicoproteinas, compostos fenolicos e calose, dentre outros (OUCHI, 1983;
BESTWICK et al.,1995). Este mecanismo de restricdo a colonizacdo do xilema foi
efetivo na interacdo entre H. rubrisubalbicans x SP 70-1143, o que parece nao
ocorrer na interacdo H. rubrisubalbicans x B-4362, j& que invariavelmente a
bactéria obstruiu completamente o limen dos vasos, presumivelmente impedindo
o fluxo de seiva através do mesmo (OUCHI, 1983; GROSS & CODY, 1985; LEIGH
& COPLIN, 1992). A oclusdo dos elementos condutores do xilema por bactérias
associada a grande producdo de muco bacteriano, é a causa dos sintomas
classicos de murcha bacteriana em plantas cultivadas infectadas com muitas
espécies patogénicas de Pseudomonas (GROSS & CODY, 1985, LEIGH &
COPLIN, 1992), e poderia explicar a reducdo do ciclo de vida de folhas de cana-
de-aclcar da var. B-4362 com estria mosqueada.

A presenca de bactérias nos vasos do xilema em diversos orgdos da
planta tem sido largamente relatada na literatura, e pode envolver interacdes
patogénicas ou interacdes benéficas como a associacdo entre bactérias
diazotroficas e gramineas (PATRIQUIN & DOBEREINER, 1983; RUPPEL et
al.,, 1992; HUREK et al.,, 1994; SCHLOTER et al.,, 1995). Para cana-de-acucar a
situagdo ndo é diferente com inumero relatos envolvendo interagdes benéficas ou
maléficas (KAO & DAMANN. 1980; HARRISON & DAVIS, 1988; OLIVARES et
al.,, 1993; JAMES et al 1994). Bactérias que colonizam os vasos condutores do
xilema tem vantagens ecologicas em relacdo a outras, devido ao seu rapido
espalhamento na planta via fluxo transpiratério, podendo atingir possiveis sitios de
estabelecimento mais rapidamente (HARRISON & DAVIS, 1988; SPRENT &
JAMES, 1995).

A densidade de colonizacdo dos vasos do xilema em folhas de sorgo
por H. rubrisubalbicans parece estar em um estagio intermediario entre aquela
observada nas variedades B-4362 e SP 70-1143. Similar a var. B-4362, em sorgo
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H. rubrisubalbicans obstruiu os vasos de algumas folhas, principalmente do
protoxilema, associada a expressdo de sintomas de estrias vermelhas de baixa
severidade. Entretanto, tal como na var. SP 70-1143, a bactéria também eliciou
mecanismos de defesa da planta hospedeira, ocorrendo a sintese de gomas e
géis que frequentemente restringiram a bactéria a microcolénias envolvidas por
material fibrilar, desse modo ndo ocluindo os vasos. Este mecanismo para
restricdio da colonizacdo dos vasos e do mesofilo por H. rubrisubalbicans foi
efetivo para a var. SP 70-1143 e relativamente efetivo em sorgo, porém néo o foi
na var. B-4362, com a bactéria blogueando completamente o0s vasos e
colonizando também o mesofilo foliar. Além do mais, diferentemente de cana-de-
acucar, Herbaspirilum spp. em folhas de sorgo, permaneceram confinadas aos
vasos do xilema, ndo ocorrendo colonizagcdo dos espacos intercelulares das

células do mesdfilo.

COLONIZACAO DO MESOFILO FOLIAR:

Além da colonizagdo dos vasos do xilema, em sec¢bes do limbo foliar da
var. B-4362 exibindo sintomas iniciais da doenca estria mosqueada, observou-se
também que muitas cavidades sub-estomaticas foram colonizadas por estirpes de
H. rubrisubalbicans e esta colonizacdo extendeu-se através dos espacgos
intercelulares das células do mesofilo (Figuras 9A, 9B, 9C e 9E). Imunomarcacao
especifica com ouro utilizando anticorpos policlonais purificados confirmou a
identidade da bactéria observada ao microscépio como H. rubrisubalbicans
(Figuras 9A, 10A). A bactéria foi também observada na superficie foliar associada
as células guarda do estdmato em secbes do limbo foliar em estagios iniciais da
doenca (Figura 9C), sugerindo que a bactéria poderia infectar a planta via abertura
estomatica. Em adicdo, em estagios mais avancados da doenca, quando um
grande numero de bactérias ocupavam o0s espacos intercelulares, comprimindo as
células do mesoéfilo (Figura 9F), foram observadas colbonias de bactérias
emergindo da abertura estomatica (Figura 9D). Estas colbnias emergentes na
superficie envolvidas em uma substancia mucilaginosa, sdo provavelmente

in6culo secundario para disseminacdo das bactérias para novas regides da folha.



298

Outra possibilidade de disseminacdo no mesofilo resulta do escape de bactérias
colonizando o xilema para regibes do mesofilo adjacentes ao vaso (MANSVELT &
HATTINGH, 1989; BRETSCHNEIDER et al., 1989). Desse modo, a presenca de H.
rubrisubalbicans na superficie foliar da var. B-4362 sugere que a distribuicdo da
bactéria via corrente transpiratéria pode ndo ter sido o Unico meio de
disseminagédo da doenga no interior das folhas da planta. Em ambas variedades
foi observada colonizacdo da camara sub-estomatica, indicando que a abertura
estomética pode ser uma “via em mao dupla” para H. rubrisubalbicans. Estébmatos
sdo via de infeccdo para bactérias diazotroficas associadas a gramineas, tal como
Pantoea agglomerans em trigo (Tritcum aestivum) (RUPPEL et al.,, 1992) e outras
bactérias patogénicas e ndo patogénicas (MANSVELT & HATTINGH, 1989;
SPRENT & JAMES, 1995; BOHER et al., 1995).

Nos estagios iniciais da doenca na var. B-4362, ndo foi observada
degradacdo das bactérias presentes nos espacos intercelulares das células do
mesofilo (Figuras 9C, 9E, 9F) e as bactérias reagiram prontamente com anticorpos
produzidos contra H. rubrisubalbicans (Figuras 10A, 10B). A ligacdo das particulas
de ouro apds imunomarcacao sugeriram que localizacado dos sitios de ligacdo dos
anticorpos a bactéria € principalmente o muco extracelular, o qual foi observado
envolvendo a célula bacteriana ou foi liberado dentro dos espacos intercelulares
das células do mesofilo (Figura 10B). Em adicdo, nestes estagios iniciais de
infeccdo, existiu alguma liberacdo de gomas pela planta hospedeira nos espacos
intercelulares das células do mesoéfilo como observado em vasos do xilema
infectados, e a despeito da multiplicacdo da bactéria no mesdfilo, ndo existiu uma
deformacédo Obvia das células do mesdfilo, as quais pareciam saudaveis (Figura
9E). Também, aparentemente ndo foi observada infeccéo intracelular de células
do tecido foliar, entretanto algumas estruturas contendo bactérias envolvidas por
depésito de parede celular, similares em aparéncia a cordfes de infec¢do que
ocorrem nas interacdes entre leguminosas e bactérias do género Rhizobium
(BREWIN, 1991) foram observadas no interior de células parenquimatosas do
mesofilo (Figura 9E). Estas estruturas foram similares aquelas observadas por
JAMES et al. (1994) em raizes de cana-de-acucar infectadas por Acetobacter



FIGURA 9

Figura 9A: FMO de secdo transversal do mesofilo foliar de cana-de-acucar cv. B-
4362 aos 20 d.a.i. com H. rubrisubalbicans. A bactéria (b) coloniza a camara sub-
estomatica e se estende através dos espacos intercelulares das células do
mesofilo. Secbes incubadas com anticorpos especificos para H. rubrisubalbicans e
imunomarcadas com ouro, seguidas de enriquecimento com prata (precipitado
escuro). Estdmatos (setas), barra = 20 um.

Figura 9B: Secdo idéntica a anterior. Porém incubada com antisoro pré-imune
substituindo o anti-soro H. rubrisubalbicans e o anti-nitrogenase (controle). Notar
auséncia de mancacéao. Estdbmatos (setas), bactéria (B), barra = 20um.

Figura 9C: FMET de um estémato da folha de cana-de-agucar cv. B-4362, 20 dias
apés a inoculacdo com H. rubrisubalbicans. A camara sub-estomatica apresenta
grande numero de bactérias (%) e existem algumas bactérias no exterior das
células guarda (G) (setas), barra = 2 um.

Figura 9D: Fotomicrografia de microscopia eletronica de varredura (FMEV) da
superficie do limbo foliar de cana-de-agucar cv. B-4362 em estagio avancado da
doenca. Colbnias bacterianas estdo emergindo das aberturas estomaticas (setas)
e colonizando a superficie (%). Mesofilo colonizado (D), barra = 10 um.

Figura 9E: FMET de H. rubrisubalbicans (%) nos espagos intercelulares do
mesofilo de cana-de-acucar cv. B-4362. Células da epiderme (E) aparecem
sadias. Notar estruturas similares a corddes de infecgéo (setas), barra =5 um.

Figura 9F: FMET dos espacos intercelulares do mesofilo da cv. B-4362
densamente colonizados por H. rubrisubalbicans. A bactéria exerce pressdo nas
células do hospedeiro (C), que apresentam-se distorcidas e com expansao do
meato celular, que mesmo assim aparentam estar sadias (setas), barra =2 um.
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diazofrophicus e aquelas vistas em raizes de batata (Solarium tuberosum)
inoculadas com Rhizobium (SPENCER et al., 1994). Em adicdo, nos estagios
iniciais de desenvolvimento da doenca na var. B-4362, o componente Il da
nitrogenase (dinitrogenase redutase) foi localizado por imunomarcagdo com ouro
em H. rubrisubalbicans colonizando os espacos intercelulares das células do
mesofilo (Figura 10C). Entretanto, a imunomarcagédo foi observada somente em
bactérias presentes no interior de grandes colbnias em estagios iniciais de
infeccdo, antes que uma forte resposta de defesa da planta hospedeira fosse
eliciada. E importante destacar que em nenhuma das secdes controle utilizadas
para imunomarcacdo houve marcacdo significativa com ouro (Figura 10D).

Em estagios mais avancados da enfermidade na var. B-4362,
caracterizado visualmente por clorose do mesdéfilo seguida de necrose, foi
observada extensiva colonizacdo dos espacos intercelulares das células do
mesofilo, resultando na expansdo dos espacos intercelulares e subsequente
compressao das células da planta hospedeira que apesar de ainda permanecerem
sadias, apresentavam alguns sinais de degradacdo celular (Figura 9F). Com a
evolucdo da degradacdo, bactérias presentes nos espacos intercelulares foram
embebidas dentro de uma matrix fibrilar e muitas bactérias em processo de lise
foram observadas no interior das células do hospedeiro em processo de
degradacéo, exibindo uma forte expressdo dos mecanismos de defesa como a
producdo de gomas nos espacos intercelulares, coagulacdo citoplasmatica e
acumulagédo de polifénois (Figuras 10E, 10F). Imunomarcacdo com ouro mostrou
gue nestas regides em degradacdo, o muco bacteriano encontrava-se disperso
dentro da célula hospedeira invadida (Figura 10E), fazendo parte da matrix
envolvendo bactérias em processo de lise (Figura 10F).

Na var. SP 70-1143 poucas folhas foram visivelmente colonizadas por
estirpes H. rubrisubalbicans, sendo mais dificil localizar pontos de infec¢cdo, com
excecdo de alguns vasos do xilema e mesoéfilo proximo aos pontos de inoculacéo,
onde algumas estrias vermelhas foram visiveis. Estes sitios de infeccdo foram
muito localizados. A figura 11A ilustra a maxima extensdo de infeccdo dos

espacos intercelulares das células do mesdfilo da var. SP 70-1143 aos 20 dias
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FIGURA 10

Figuras 10A-F: FMET de H. rubrisubalbicans nos espacos intercelulares das
células do mesdfilo de folhas de cana-de-acucar cv. B-4362.

Figura 10A: Bactéria (B) nos estagios iniciais da doenca estria mosqueada.
Imunomarcada com ouro apés incubacdo com anticorpos policlonais especificos.
Notar particulas de ouro ligadas a superficie da bactéria, barra = 500 nm.

Figura 10B: Bactérias colonizando os espacos intercelulares (b), associada a
producdo de muco liberado pela bactéria (k). A superficie da bactéria e 0 muco
extracelular sdo reconhecidos pelos anticorpos, barra = 1 um.

Figura 10C: H. rubrisubalbicans no interior de colbénias grandes em estagios
iniciais da doenca. A bactéria (b) foi imunomarcada com ouro, ap6s a incubacgao
com anticorpos contra a sub-unidade Il da nitrogenase, barra = 200 nm.

Figura 10D: Secdo similar a anterior, cujo anticorpo primario foi omitido
(controle). Notar auséncia de marcacdo com ouro na bactéria (b), barra = 500 nm.

Figura 10E: Células do mesofilo em estdgios avancados da doenca (¥). As
células estdo distorcidas e contém bactérias (seta), com a bactéria e muito do
conteudo da célula imunomarcado com ouro. Observar grande quantidade de
muco liberado na célula invadida, bar = 1um.

Figura 10F: Bactéria intracelular (setas) sendo atacada pela célula hospedeira

nos estagios avancados da doenca. Esta secdo foi imunomarcada, sendo
aparente a liberacdo de muco extracelular dentro da célula (*), barra = 500 nm.
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apos a inoculacdo. Também neste caso, as bactérias foram vistas na superficie
foliar proxima as células guarda (Figura 11B). Abaixo do estdmato, a infeccao
bacteriana estendeu-se da camara sub-estomatica para os espacos intercelulares
das células do mesofilo de modo mais restrito quando comparada a var. B-4362,
sendo evidente ja aos 7 dias ap6s a inoculacdo a morte localizada de células da
planta hospedeira, com a acumulacdo de compostos fendlicos e coagulacdo do
conteudo citoplasmatico (Figura 11). Em adicdo, gomas a géis foram encontrado
nos meatos celulares do mesoéfilo e na camara sub-estomatica (Figura 11A).
Tomados juntos, estes sao indicativo de uma classica resposta de defesa
observada em muitas interacfes entre patdgenos e plantas (WALLIS, 1977;
SEQUEIRA et al., 1977; OUCHI, 1983; BRETSCHNEIDER et al., 1989; YOUNG et
al.,, 1995). Observacbes ao MET confirmaram a expressdo destas respostas de
defesa da planta com liberacdo de material elétron denso nos espacgos
intercelulares préximo ou envolvendo as bactérias, e como dentro do xilema da
var. SP 70-1143, frequentemente confinando as bactéria em colbnias discretas
encapsuladas nos espacos intercelulares das células do mesdfilo (Figuras 11B,
11C, 11D, 11E).

Apesar de ndo existirem diferencas quanto a localizacdo das bactérias,
a interagdo resistente entre a var. SP 70-1143 x H. rubrisubalbicans contrasta
bastante com os estagios iniciais da interacdo suscetivel entre a var. B-4362 x H.
rubrisubalbicans, uma vez que no segundo caso a bactéria multiplica-se
livremente no interior dos vasos, nos espacos intercelulares das células do
mesofilo e cavidade estomtatica sem eliciar os mecanismos de defesa ou causar
danos as células do hospedeiro. Somente em estagios mais avancados da
doenca, onde clorose extensiva ja se desenvolveu, uma resposta de defesa é
eliciada no sentido de destruir as bactérias a conter o avanco da infeccdo. Em
muitos aspectos, a progressao da interacdo susceptivel aqui apresentada
assemelha-se ao desenvolvimento de uma tipica interacdo compativel entre a
bactéria fitopatogénica e sua planta hospedeira, tal como Pseudomonas
(MANSVELT & HATTINGH, 1989), Xanfhomonas (BRETSCHNEIDER et al., 1989;
BOHER et al. ,1995) e Corynebacterium (WALLIS, 1977).



FIGURA 11

Figura 11A: FMO de sec¢do transversal de folha de cana-de-acucar cv. SP 70-
1143 aos 20 d.a.i. com H. rubrisubalbicans. A bactéria a camara sub-estomética
(seta grande) em ambos lados da folha, porém a colonizacdo ndo é tdo densa
como na cv. B-4362 (fig. 9A). Esta secdo foi imunomarcada com ouro e revelada
com prata. Estdbmatos (setas pequenas), barra = 20 um.

Figura 11B: FMET de um estémato de folhas de cana-de-acucar cv. SP 70-1143.
A camara sub-estomatica contém bactérias (k) e material eletro-denso (seta).
Existem algumas bactérias na superficie exterior da folha (setas pequenas).
Células guarda (G), barra = 2 pm.

Figura 11C: FMET de se¢do do limbo foliar da cv. SP 70-1143 aos 20 d.a.i. com
H. rubrisubalbicans. A bactéria (b) estd confinada nos espacos celulares entre
duas células mortas ou morrendo, as quais contém materiais eletron-densos (%).
Algumas bactérias estdo tentando invadir o interior da célula (seta), barra = 2 um.

Figura 11D: FMET de secdo do limbo foliar da cv. SP 70-1143 aos 20 d.a.i. com
H. rubrisubalbicans (setas pequenas) presente nos espagos intercelulares
envolvidas por material eletron-denso (%), algumas bactérias em processo de lise
(setas grandes), barra = 5 um.

Figura 11E: FMET de secdo do limbo foliar da cv. SP 70-1143 aos 20 d.a.i. com

H. rubrisubalbicans (setas) presente nos espagos intercelulares e gomas(x). A
bactéria e o muco extracelular foram imunomarcados com ouro, barra = 1 ym.

Figura 11F: FMET de secdo do limbo foliar da cv. SP 70-1143 aos 20 d.a.i. com
H. rubrisubalbicans presente nos espacgos intercelulares. A bactéria (b) esta
encapsulada por material eletron-denso (k). Observar a baixa densidade de
imunomarcacdo com particulas de ouro, barra = 200nm.
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Em ambas variedades, independente de seu grau de resisténcia, existiu
um decréscimo significativo (p<0,01) no numero de cloroplastos presentes no
interior das células parenquimatosas da bainha vascular de folhas inoculadas com

estirpes de H. rubrisubalbicans comparada a ndo inoculadas (Tabela 4).

IMUNOMARCACAO COMPARATIVA NAS VARIEDADES COM DIFERENTES
GRAUS DE SUSCETIBILIDADE, O PAPEL DO EPS

A bactéria H. rubrisubalbicans presente nos espacos intercelulares das
células do mesofilo da variedade susceptivel a estria mosqueada (B-4362) foi mais
intensivamente imunomarcada com ouro do que a variedade resistente (SP70-
1143) sugerindo que a producdo de muco pela bactéria, reconhecido pelos
anticorpos foi grandemente aumentada na interagcdo suscetivel ( Figura 10A, 11F).
Omuco bacteriano provavelmente contém exopolissacarideos (EPS) e
lipopolissacarideos (LPS) tal como determinado como o0s principais componentes
antigénicos do soro utilizado no presente estudo (nesta tese). Estes
polissacarideos de superficie sdo sitios de ligacdo para reacdo antigeno-anticorpo
em muitos casos onde anticorpos sdo produzidos contra bactérias intactas
(BREWIN et al., 1986; SCHLOTER et al.,, 1992; HUREK et al.,, 1994; JAMES et
al., 1994; BOHER et al., 1995).

Polissacarideos da superficie tem sido considerados de extrema
importancia nos eventos iniciais de reconhecimento de bactérias por plantas,
sendo em parte determinante na resposta da planta a infeccéo, particularmente na
simbiose entre leguminosas a bactérias do género Rhizobium (BREWIN, 1991;
PEROTTO et al., 1994; McKHANN & HIRSH, 1994) e em interacdes
fitopatogénicas (SEQUEIRA et al.,, 1977; OUCHI, 1983; GROSS & CODY, 1985;
DJORDJEVIC et al., 1987; LEIGH & COPLIN, 1992; BOHER et al., 1995). No
presente estudo, a bactéria na variedade sensivel foi estimulada a produzir
polissacarideos de superficie, desse modo ocultado moléculas eliciadoras de
reconhecimento e consequente resposta da planta hospedeira (SEQUEIRA, 1977,
OUCHI, 1983; MELLOR & COLLINGE, 1995). A viruléncia em muitas espécies de

Pseudomonas € diretamente relacionada com a producdo de grande quantidade



de EPS (GROSS & CODY, 1985; LEIGH & COPLIN, 1992). BOHER et al. (1995)
tem sugerido que EPS prové uma matriz de suporte para agdo de enzimas de
degradacdo da parede celular e LEIGH & COPLIN (1992) propuseram que devido
a seu alto conteudo de agua, EPS podem ajudar a manter condi¢cdes favoraveis
para multiplicacdo bacteriana pelo aumento da umidade dentro dos espacos
intercelulares associada a retencdo de nutrientes liberados de células da planta
danificadas. No presente estudo, a sugestdo da ligacdo entre aumento de
viruléncia e producdo de EPS é suportada pela apreciavel quantidade de muco
marcado com particulas de ouro envolvendo a bactéria colonizando os espacos
intercelulares das células do mesofilo da variedade B-4362, contrastada com a
interacdo resistente, onde relativamente menos marcacdo foi observada. Esta
menor marcacdo pode ser devido a baixa producdo de EPS mediado por algum
mecanismo ndo conhecido do hospedeiro, elou menos provavelmente pela
concentracdo elevada de goma produzida pela planta, a qual pode reduzir a
sensibilidade de métodos imunologicos de deteccdo de patdgenos que colonizam
cana-de-agucar (HARRISON & DAVIS,1988). A contagem de particulas de ouro
associadas a H. rubrisubalbicans colonizando os espacos intercelulares das
células do mesofilo de variedades B-4362, mostrou um incremento
estatisticamente significativo (p < 0,01) de 5 vezes o niumero de particulas de ouro
na interacdo com a var. SP 70-1143 (Tabela 5) confirmando as observacfes
acima discutidas. Em adicdo, o anticorpo reconheceu o muco extracelular da
bactéria intacta e também material liberado dentro dos espacos intercelulares das
células do mesdfilo contendo bactérias, como observado para a var. B-4362 nos
estagios iniciais e finais da evolucdo da doenca (Figura 10B, 10E, 10F).

Na var. SP 70-1143 e nos estagios finais da doenca na var. B-4362, o
muco da bactéria pareceu reagir com gomas produzidas pela planta. No entanto, a
bactéria foi raramente observada intacta ou sem material derivado da planta
envolvendo a mesma. A liberacdo de polissacarideos de superficie dentro dos
espacos intercelulares das células do hospedeiro em ambas variedades infectadas
com H. rubrisubalbicans € também interessante. Reacdo similar ocorreu também

nos vasos do xilema de sorgo infectado com a mesma estirpe da bactéria, em
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Tabela 4- Efeito da infeccdo por H. rubrisubalbicans (M4) no nuamero de

cloroplastos presentes na bainha vascular de folhas de cana-de-

acucar das variedades B-4362 e SP 70-1143 (média de 25 repeticbes

para nervuras primarias e 50 repeticbes para nervuras secundarias).

B-4362 SP 70-1143
Néao-infectado Infectado N&o-infectado Infectado
Nervura 1% [52,6 + 10,7 134 + 6,6 545 + 7,7 201 + 157
Nervura 222 42,8 + 4,3 147 +53 501 +89 138 + 83

médias diferem entre si ao nivel de 1% pelo testes "t" de student.

Tabela 5- NUmero de particulas de ouro ligadas a bactéria H. rubrisubalbicans
(M4) ap6s imunomarcacado, colonizando os espacos intercelulares das
células do mesdfilo foliar de cana-de-acucar das variedades B-4362 e
SP 70-1143 (média de 10 repeticdes).

B-4362 SP 70-1143

N° de particulas / bactéria 1036 + 24,4 194 + 128

i contagem em fotomicrografias de secbes transversais da bactéria
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plantas de “Kallar grass” infectadas com Azoarcus (HUREK et al., 1994) e em
interacbes entre plantas a patégenos (OUCHI, 1983; GROSS & CODY, 1985;
BOHER et al., 1995). Em “Kallar grass”, HUREK et al., (1994) sugeriram que o
material de origem bacteriana imunomarcado com ouro interagiu com a matrix da
planta. Isto ocorreu nos tecidos em estagio avancado da doenca na var. B-4362 e
nos eventos de resposta rdpida na var. SP 70-1143. Entretanto, nos eventos
iniciais da interacdo entre H. rubrisubalbicans e os tecidos da var. B-4362, os
espacos intercelulares das células do mesofilo estavam colonizados pelas
bactérias envolvidas em seu préprio muco, ndo sendo observado o envolvimento
de nenhum material de origem da planta hospedeira. O equilibrio na interacéo
entre mucos e gomas derivados da bactéria e da planta parece ser de grande
importancia no estabelecimento de um relacionamento simbi6tico ou parasitico
entre a bactéria e a planta hospedeira (SEQUEIRA et al., 1977; DJORDJEVIC et
al., 1987; BRETSCHNEIDER et al., 1988; BREWIN, 1991; McKHANN & HIRSCH,
1994; YOUNG et al., 1995).

H. rubrisubalbicans colonizando os vasos do xilema de folhas de sorgo
reagiu fortemente com anticorpos produzidos contra a bactéria, bem como
observou-se liberacdo de aprecidvel quantidade de muco bacteriano
imunomarcado com ouro no lumem do vaso. A liberacdo de material contendo
antigenos tem sido relatado em plantas de “Kallar grass” infectadas pelo
diazotréfico Azoarcus (HUREK et al., 1994), plantas infectadas pelos fitopatégenos
Pseudomonas solanacearum (GROSS & CODY, 1985) e Xanthomonas campestris
pv. campestris (BOHER et al.,, 1995). Exopolissacarideos (EPS) e
lipopolissacarideos (LPS) foram considerados abrigar os principais epitopos
antigénicos do soro purificado utilizado no presente estudo. Estes componentes
sdo, em muitos dos casos, apontados como 0s principais determinantes
antigénicos contra bactérias (BREWIN et al.,, 1986; SCHLOTER et al.,, 1992;
JAMES et al., 1994). Na interacdo com sorgo, H. rubrisubalbicans produziu
relativamente grande quantidade de EPS/LPS, evitando desta forma o
reconhecimento da planta e a expressdo dos mecanismos de defesa contra
invasdo pela bactéria (SEQUEIRA et al, 1977; HARRISON & DAVIS, 1988;
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PEROTTO et al, 1994; McKHANN & HIRSCH, 1994; MELLOR & COLLINGE,
1995). Comparando com H. rubrisubalbicans, H. seropedicae ndo produziu muito
EPS dentro dos vasos do xilema. Este fato subsidia a fato de H. seropedicae néo
ser uma bactéria virulenta, ja que viruléncia tem sido ligada a alta producdo de
EPS (LEIGH & COPLIN, 1992; GROSS & CODY, 1985).

IMUNOMARCAQAO COM OURO PARA NITROGENASE:

Embora Acefobacfer diazotrophicus seja considerado o principal
microrganismo responsavel pelas taxas de fixacdo biologicas de nitrogénio (FBN)
observadas em cana-de-acUcar (BODDEY et al., 1991; REIS et al., 1994; DONG et
al., 1994) outros diazotroficos endofiticos podem ser bastante importantes
(DOBEREINER et al., 1993 e 1995; BODDEY, 1995). Estudos ecoldgicos tem
demonstrado que ambas espécies de Herbaspirillum tem ampla dispersdo em
diferentes regides e variedades brasileiras, ocorrendo endofiticamente na planta
em numeros compativeis aqueles observados para Acetobacter diazotrophicus
(OLIVARES et al., 1996). No presente estudo de inoculagao artificial de folhas de
cana-de-acucar foi demonstrado que H. rubrisubalbicans infecta rapidamente os
tecidos da cana-de-acgUcar e no caso da interacdo resistente, coloniza os vasos do
xilema sem causar dano aparente a planta. Estas observacfes sugerem que o
xilema seja o sitio de estabelecimento de Herbaspirilum em plantas adultas
vegetando em condicdes de campo. Entretanto, outras regibes anatbmicas como
mesofilo e cortex ndo podem ser desconsideradas. O tecido xilematico tem sido
sugerido ser um sitio possivel para atividade de fixacdo de N, por diazotréficos
endofiticos (JAMES et al.,, 1994; SPRENT & JAMES, 1995) baseado em
observagdes ao microscopio (PATRIQUIN & DOBEREINER, 1983; RUPPEL et
al., 1992; OLIVARES et al.,, 1993; JAMES et al., 1994; HUREK et al.,, 1994;
SCHLOTER et al., 1994), e pelo fato dos vasos do xilema serem locais
fisiologicamente favoraveis a troca de metabolitos entre hospedeiro e os enddfitos
(SPRENT & JAMES, 1995). Em adicao, vasos do xilema, sendo circundados por
outros tecidos da planta, podem satisfazer os requerimentos para baixa pressao

parcial de oxigénio, permitindo a expressdo e o funcionamento da nitrogenase
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(GALLON, 1992). Em ensaios de imunolocalizacdo da nitrogenase na interacao
entre H. rubrisubalbicans e var. SP 70-1143 ndo ocorreu reacdo com anticorpos
para o componente Il da nitrogenase nos espacos intercelulares das células do
mesofilo, 0 que indica a auséncia de expressdo da enzima neste local. Nos vasos
do xilema a expressdo da nitrogenase ndo foi investigada. Na variedade sensivel,
a dinitrogenase redutase foi detectada pela técnica de imuno-ouro no interior de
colénias de H. rubrisubalbicans colonizando os espacos intercelulares das células
do mesdfilo (Figura 10C), porém nenhuma expressao ocorreu dentro dos vasos do
metaxilema e protoxilema do limbo foliar de cana-de-acucar, que pode ser em
parte devido a variacdo temporal das concentracdes de nitrogénio mineral na
seiva xilematica que podem atingir valores inibitérios. Ja em folhas de sorgo 5 dias
ap6s a inoculacdo com estirpes de H. rubrisubalbicans, a enzima nitrogenase foi
imunolocalizada em colbnias de bactérias presentes no interior dos vasos do
xilema (Figura 4C), o que sugere que dentro do espacgo intraxilemar, pelo menos
por algum periodo de tempo, existem condi¢cbes para a expressdao da enzima. A
expressdo da dinitrogenase redutase em bactérias localizadas no interior de
colénias presentes na cavidade sub-estomatica e nos espacos intercelulares das
células do mesofilo na var. B-4362 precedeu a expressdao de mecanismos tardios
de defesa da planta. Seria razoavel assumir que no interior dessas coldnias, o
abaixamento da pO, devido as taxas de respiracao (GALLON, 1992) e a auséncia
de nitrogénio derivado do hospedeiro permitiram a expressdo da enzima. Estas
observacdes dos eventos iniciais do processo infeccioso de H. rubrisubalbicans
em folhas de cana-de-acUcar da variedade sensivel a estria mosqueada em que
se estabele-se uma pseudo-simbiose, podem fornecer pistas para o entendimento
das condicbes necessarias a expressdo da nitrogenase em interacdes néo
patogénicas, onde a combinacdo de uma estirpe especifica de Herbaspirillum spp.
e dada variedade da planta hospedeira tenham coevoluido para que a doenca néo
ocorra e que permita que a nitrogenase seja expressa.

No presente estudo, H. seropedicae parece ser mais compativel com
folhas de sorgo, jA que aparentemente ndo eliciou nenhum mecanismo de defesa

da planta hospedeira que pudesse restringir sua multiplicagdo no interior de folhas,



induzindo um RH apenas em planta de cana-de-aglcar. Além do mais, a bactéria
produziu relativamente menos EPS comparada a H. rubrisubalbicans na interacao
com a var. B-4362, apresentando colbnias bacterianas ndo tdo grandes e em
intima relacdo com a parede dos vasos, que jamais obstruiram o lGmem dos
mesmos. Este modelo de colonizacdo parece mais compativel com uma situacao
de equilibrio, onde a planta hospedeira exerce controle sobre a populacéo
bacteriana e que ndo sdo eliciadas respostas drasticas. A variabilidade de
resposta (variando de efeitos patogénicos, passando por relacbes neutras a
benéficas) a planta hospedeira e ao 6rgdo da planta ndo parece surpreendente ja
que bactérias endofiticas tem evoluido para ocupar nichos especificos no interior
dos tecidos da planta hospedeira sem eliciar respostas de defesa da planta que
impecam o0 sucesso no seu estabelecimento. Isto € corroborado por outro exemplo
envolvendo H. seropedicae e cana-de-acucar, no qual apesar da bactéria eliciar
RH em folhas, o que impede sua colonizagcdo nos tecidos, em raizes e colmos a
bactéria colonizou o cortex e os tecidos condutores, e nenhuma expressao de
sintomas ou RH foi observada, ocorrendo ao contrario a promocgédo de efeitos
benéficos nas raizes.

E provavel que a associacido entre estirpes de Herbaspirillum spp. e
gramineas seja nao mais do tipo patogénica e esteja ocorrendo uma coevolucéo
no sentido de compatibilizar macro e microsimbionte para expressdo de efeitos
benéficos. Tais especulacdes sdo subsidiadas pelo carater endofitico da
interacdo, associada a inexisténcia de efeitos patogénicos em condi¢cdes naturais
em muitas variedades de cana-de-acucar (PIMENTEL et al., 1991; OLIVARES et
al., 1996), arroz (BALDANI et al., 1992) e outras culturas.
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CONCLUSOES

1. Estirpes de H. rubrisubalbicans, em ensaios de inoculagdo artificial, induziram

sintomas tipicas da doenca estria mosqueada em cana-de-acucar var. B-4362
(susceptivel a doencga), o que ndo ocoreu na variedade SP 70-1143, considerada

resistente;

2. Estirpes de H. seropedicae, em ensaios de inoculacao artificial, induziram uma
resposta hipersensivel em folhas de ambas variedades testadas, ndo incitando

sintomas de estria mosqueada;

3. Utilizando sorgo var. BR 303 e BR0O0O5 como planta indicadora, todas as
estirpes de H. rubrisubalbicans induziram sintomas de estria vermelha, enquanto

gue H. seropedicae ndo induziu sintomas;

4. Todas as bactérias inoculadas foram reisoladas até 20 dias apds a inoculagéo

de segmentos do limbo foliar préximos ao ponto de inoculacéo;

5. Estudos ao microscopio, relativos ao padrdo de colonizagdo de folhas das

variedades contrastantes quanto a sensibilidade a estria mosqueada revelaram

diferencas quanto a localizacdo das bactérias no tecido foliar, na densidade de
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bactérias no interior da planta e no tempo de resposta da planta a invasdo pela
bactéria. Estes fatores foram funcao direta da combinacdo entre o gendétipo da

planta e da espécie de Herbaspirillum.

6. Maior quantidade de exopolissacarideos foi produzido por H. rubrisubalbicans
infectando os tecidos foliares da var. B-4362 (sensivel), quando comparada a var.

SP 70-1143 (resistente);

7. Em plantas de sorgo e cana-de-acgUcar, a resposta de defesa da planta a
invasdo pela bactéria, tanto no interior dos vasos, quanto nos espacgos

intercelulares das células do mesofilo, esta ligada a producdo de gomas.

8. A enzima nitrogenase foi imunolocalizada em plantas de sorgo e cana-de-
acucar var. B-4362 inoculadas com H. rubtisubalbicans, apenas nos estagios
iniciais da interacdo com a planta e em células da bactéria no centra de

microcolbnias.
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