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Quantificacdo de bactérias que compdem o inoculante em
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A cana-de agUcar Saccharum officinarum € uma cultura, cuja demanda de adubacéo nitrogenada, onera
muito a producao. Uma alternativa ao uso de insumo quimico e que também fornece N para cultura é a
associacdo da planta com bactérias capazes de fixar N, atmosférico. Em 2008 a Embrapa Agrobiologia
lancou um inoculante para cana-de-aglcar composto por cinco estirpes de bactérias, a saber:
Gluconacetobacter diazotrophicus, Herbaspirillum rubrisubalbicans, H. seropedicae, Azospirillum
amazonense e Burkholderia tropica. Vérios trabalhos apontam para ganhos na producédo de cana-de-
acucar, quando inoculadas com essas bactérias diazotréficas; no entanto, ndo se sabe ao certo se este
incremento esta relacionado diretamente a FBN ou a promog¢édo de crescimento ocasionada por tais
bactérias. Monitorar a populacédo bacteriana durante o ciclo da cultura é importante para se verificar se
possiveis beneficios da inoculagéo realmente estéo relacionados com a colonizagao endofitica da planta
pelas bactérias. O objetivo deste trabalho é quantificar por PCR em Tempo Real (QPCR) essas
bactérias, em tecidos de raizes e colmos provenientes de plantas de cana-de-aglcar. O experimento foi
montado no campo experimental da Embrapa Agrobiologia, empregando duas cultivares de cana
(RB92579 e RB867515) submetidas a dois tratamentos (inoculado e ndo inoculado), sendo empregado o
delineamento inteiramente casualizado (DIC) com 4 blocos de 5 parcelas cada. Foram feitas 5 coletas de
colmos e raizes desde o plantio até a colheita. O DNA foi extraido empregando o método de CTAB e,
posteriormente, as amostras de DNA foram submetidas a nested PCR sendo amplificado inicialmente
fragmento correspondente ao gene 16S e, posteriormente, amplificado fragmento interno deste gene,
empregando para tal iniciadores especifico para cada estirpe bacteriana. Foi observada a amplificagao
tanto do fragmento inteiro de 1500 pb do gene 16S rDNA, quanto do fragmento especifico para as todas
as estirpes que compdem o inoculante, quando foi utilizado DNA de colmo. A partir de agora dar-se-a
inicio as avaliagbes por gPCR empregando o DNA de colmo das 5 coletas realizadas. Ao final deste
trabalho espera-se obter um perfil do estabelecimento das bactérias do inoculante de cana-de-agucar ao
longo do ciclo da cultura.
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