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RESUMO

O objetivo deste estudo foi isolar e caracterizar bactérias endofiticas oriundas de
plantas forrageiras ndo leguminosas cultivadas na regido semiarida, avaliar o seu
potencial na fixacdo biologica do nitrogénio e promocao do crescimento em plantas,
além de avaliar as respostas produtivas e teores de nitrogénio do sorgo inoculado
com bactérias diazotréficas. Primeiramente, foram coletadas plantas adultas de
capim-buffel (Cenchrus ciliaris L), capim-tifton (Cynodon dactylon), sorgo-forrageiro
(Sorghum bicolor), palma-forrageira (Opuntia ficus-indica) e manicoba (Manihot
glaziovii). Nas bactérias isoladas das raizes foram observadas caracteristicas
fenotipicas, bioquimicas emoleculares. A producdo de acido indolacético (AlA), a
fixacdo de N e o indice de solubilizagdo de fosfato foram obtidos a partir de ensaio
em delineamento inteiramente casualizado com 61 tratamentos e 3 repeticdes,
utilizando como testemunhas 2 bactérias (Ab-V5 e BR11417). Os dados quantitativos
foram analisados por analise de variancia (ANOVA) e quando significativos, foram
comparados pelo Teste de Scott-Knott (p>0,05%). A avaliagdo das respostas
produtivas no sorgo foi realizada em delineamento inteiramente casualizado com 67
tratamentos, sendo 61 bactérias isoladas das forrageiras, 2 testemunhas( Ab-V5 e
BR11417) e 3 tratamentos nitrogenados(25%; 50% e 100% de N) em 4 repeticdes.
Foram observadas 4,83 x 10* a 109,84 x 10* células por grama de raiz a partir das
plantas forrageiras, obtendo-se 61 isolados bacterianos e 26 grupos fenotipicos.
Todos os isolados apresentaram o gene nifH em pelo menos uma das duas reacodes
de PCR. O sequenciamento de fragmentos do gene 16S rRNA confirmou a presenca
de Rhizobium, Bulkhoderia, Pseudomonas, Streptomonas, Enterobacter,
Agrobacterium. Os isolados com maiores producdes in vitro de AIA com triptofano
foram, B13, P32, B17, B10 e B11, a maioria destes, obtidos do capim-buffel. Na
quantificacdo de N fixado, o isolado com maior producao foi o P20, com producéo de
0,330 ug N mL™. Dos 61 isolados, 8 foram capazes de solubilizar fosfato de célcio,
destes, dois, foram identificados como Rhizobium (M18) e Bacillus (P32). No teste
de producédo de siderdforos, 3 isolados (buffel, palma e tifton) confirmaram a
producdo. No sorgo, quanto a massa seca de raiz, o isolado que proporcionou o
maior valor foi o T8, obtido do capim-tifton, equivalente a aplicacdo de 100% de N.
Na varidvel MSPA, a maior producao foi do tratamento com 100% de N (23.76
g/planta), ndo havendo diferenca entre os isolados T8, B17 e P32. Quanto ao NAPA,
também os maiores valores foram encontrados no tratamento nitrogenado com
100% de N, com producdo de 2,23 mg, mas se igualando estatisticamente aos
isolados B17 (Bacillus), B14A (Cellulomonas) com 2,13 e 2,08 mg, analisadas
respectivamente. Ha diversidade de bactérias diazotréficas nas plantas forrageiras
da regido semiarida com potencial para fixacdo de N, producédo de fitorménios e
sideroforos e solubilizacdo de fosfato. A inoculacdo de bactérias diazotroficas no
sorgo promove aumento da massa seca de raiz e parte aérea e nos teores de
nitrogénio da parte aérea.

Palavras chave: Fixacdo de nitrogénio, Forragem, Producdo AIA, producdo de
sideroforos, Sorghum bicolor.



ABSTRACT

The aim of this study was to isolate and characterize endophytic bacteria from forage
non-leguminous plants grown in semi-arid region, assess their potential in the
biological fixation of nitrogen and promote growth in plants, and to evaluate the
productive response and nitrogen contents of the inoculated sorghum with nitrogen
fixing bacteria. First, they collected adult plants of buffel grass (Cenchrus ciliaris ,
Tifton (Cynodon dactylon), sorghum forage (Sorghum bicolor), palm-forage (Opuntia
ficus-indica) and manicoba (Manihot glaziovii) In the isolated bacteria the roots were
observed phenotypic, biochemical, and molecular nitrogen fixation (N). The
production of indole acetic acid (IAA), the fixation of nitrogen and phosphate
solubilization index were obtained from a completely randomized design in a test with
61 treatments and three repetitions, using as witnesses two bacteria (Ab-V5 and
BR11417). Quantitative data were analyzed by analysis of variance (ANOVA) and
when significant, they were compared by Scott-Knott test (p> 0.05%). The evaluation
of the productive responses in sorghum was conducted in a completely randomized
design with 67 treatments and 61 bacteria isolated from forage, 2 isolates (Ab-V5
and BR11417) and three nitrogen treatments (25%, 50% and 100% N) 4 replicates.
They were observed 4.83 x 10* to 109.84 x 10* cells per gram of roots from forage
plants, yielding 61 bacterial isolates and 26 phenotypic groups. All isolates showed
the nifH at least one of the two PCR reactions. The sequencing fragments of the 16S
rRNA gene confirmed the presence of Rhizobium, Bulkhoderia, Pseudomonas,
Streptomonas, Enterobacter, Agrobacterium. The isolates with higher yields in vitro
IAA with tryptophan, B13, P32, B17, B10 and B11, most of these, obtained from the
buffel grass. The quantification of N fixed, isolated with increased production was the
P20, with production of 0.330 ug mL N*. Of the 61 strains, 8 were able to solubilize
calcium phosphate, these two were identified as Rhizobium (M18) and Bacillus
(P32). In siderophore production test, three isolates (buffel, palm and Tifton)
confirmed the production. In sorghum, as the dry root mass, the isolate which
provided the highest value was T8 obtained from Tifton, equivalent to application of
100% of N. In DMAP variable, the highest production was by treatment with 100% N
(23.76 g / plant), with no difference between isolates T8, B17 and P32. As for the
NAPA also the highest values were found in nitrogen treatment with 100% N, with
production of 2.23 mg, but equaling statistically the isolated B17 (Bacillus), B14A
(Cellulomonas) at 2.13 and 2.08 mg, respectively. There is diversity of nitrogen fixing
bacteria in forage crops of semiarid region with the potential for nitrogen fixation,
production of phytohormones and siderophores and phosphate solubilization.
Inoculation of diazotrophs in sorghum promotes increased root dry weight, root and
shoot and shoot nitrogen content.

Keywords: nitrogen fixation, forage, AlA Production, siderophores, Shorgum bicolor.
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1. Introducéao

A pecuaria tem grande importancia econémica e social para o Brasil e para o
Semiarido brasileiro. A alimentacdo dos animais ruminantes como 0s bovinos,
caprinos e ovinos é realizada, em sua maioria, com o0 uso de pastos tropicais que,
em geral, apresentam baixas produtividades e taxas de lotacdo associadas por
serem pouco adotadas as praticas de manejo do pastejo e também de fertilizacdo
das pastagens especialmente a adubacdo com nitrogénio (N) (CECATO et al., 1996).

Apesar da fertilizagcdo dos pastos ser apontada como importante ferramenta
para elevar a produtividade, na regido semiarida aspectos relacionados a
disponibilidade de adubos, o elevado preco destes insumos assim como o alto custo
para a aplicagdo limitam o uso desta prética, havendo, portanto, a necessidade de
outras alternativas que possam contribuir para o aporte de nutrientes para as areas
de pastagens sem onerar os custos de producdo. Neste caso o uso de bactérias
diazotréficas associativas pode ser uma alternativa.

De acordo com Hungria et al. (2010), a substituicdo parcial de 50% do
fertilizante nitrogenado necessario para gramineas em associacdo com bactérias
diazotroficas poderia economizar cerca de US$ 1,2 bilhdes por ano, sugerindo que o
uso de inoculantes poderia reduzir a utilizacdo de fertilizantes quimicos a nivel
mundial.

As bactérias endofiticas sdo um grupo de micro-organismos de elevada
diversidade e habitam o interior de raizes e demais tecidos vegetais podendo
propiciar efeitos benéficos sobre o crescimento de plantas, por meio da fixacao
bioldgica de nitrogénio (FBN) (REINHOLD HUREK e HUREK, 2011), facilitando para
a planta o aporte de nutrientes contribuindo com a solubilizagdo de fosfato e
absorcdo de ferro, além de serem capazes de sintetizarem fithorménios como o
acido indolacético (AIA) (AHEMAD, 2014).

Sabendo da especificidade das bactérias diazotréficas por determinadas
plantas, sugere que melhores respostas na promocao do crescimento dessas
plantas possam ser alcancadas principalmente a partir micro-organismos
hospedeiros naturais, que ja se encontram adaptadas a essas espécies vegetais.

Deste modo, para plantas de importancia e potencial forrageiro para o
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Semiarido brasileiro como o capim-buffel, a palma-forrageira, o sorgo, a manigoba e
o capim-tifton 85, ha escassez de informacdes sobre a presenca, as quantidades
gque podem ser encontradas de bactérias diazotréficas, as caracteristicas destes
micro-organismos e, acima de tudo, o potencial para atuarem como promotores de
crescimento nestas plantas forrageiras. Ao avaliar a ocorréncia de bactérias
fixadoras de nitrogénio no capim-buffel e outras forrageiras, Moreira et al., (2013),
observaram que as maiores densidades foram observadas no capim-buffel, 2,4 x 10*
bactérias g™ rizosféricas, sugerindo uma maior especificidade desses micro-
organismos por essa espécie.

Assim, testou-se primeiramente a hipétese que h& bactérias diazotréficas de
plantas forrageiras da regido semiarida com potencial para fixacdo de nitrogénio e
de promover o crescimento de plantas. E, posteriormente analisou-se a hipotese de
que bactérias diazotréficas isoladas de plantas forrageiras do Semiarido promovem

0 aumento no sistema radicular, na parte aérea e nos teores de N do sorgo.
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2. Reviséo bibliografica

2.1. Pastagem

O Brasil tem atualmente uma posicédo de destagque como produtor mundial de
alimentos, isso ocorre devido ao seu vasto territorio e suas caracteristicas
edafoclimaticas. De acordo com dados da Organizacdo das Nac¢des Unidas para a
Alimentacdo (FAO, 2016) o pais apresenta 851 milhdes de hectares, desse total, 275
milhdes (32,5%) estdo ocupados com atividades agropecuarias, destes 23% sao
ocupados por pastagens nativas e/ou cultivadas. Dessa forma, a pecuaria brasileira,
acaba sendo praticada quase que exclusivamente em pastagens que sao fontes de
nutrientes para a producao de ruminantes com custo reduzido (AZENHA, 2014).

Apesar da importancia como fonte de alimento, as pastagens tém sido utilizadas
de forma inadequada. De acordo com Pedreira e Primavesi (2009), as pastagens
apresentam taxas de lotacdo acima da capacidade suporte. Nos pastos que sofrem
superpastejo h& desequilibrio entre a ciclagem de nutrientes e o crescimento da
planta forrageira, ocasionando degradacéo dessas areas (NASCIMENTO JUNIOR et
al., 1999).

Segundo, Pedreira e Primavesi (2011) o Brasil possui cerca de 50 milhdes de
hectares de pastagens degradadas, contradizendo o cenéario agropecudrio, onde a
demanda é crescente por alimentos e a preocupacdo € para que as producdes
sejam sustentaveis. Para isso, 0 bom uso das pastagens vem sendo uma das
principais maneiras de preservar o meio ambiente e melhorar os indices zootécnicos
dos rebanhos, uma vez que, ao maneja-las adequadamente seria possivel aumentar
a lotacdo média do pais, melhorar o desempenho animal, diminuir o ciclo produtivo,
reduzir a abertura de novas pastagens e manter a estabilidade ao longo do tempo
(AZENHA, 2014).

2.1.2 Producéao animal no Semiéarido

Situado no Semiarido Brasileiro o Bioma Caatinga € o menos favorecido com

unidade de conservagao no Brasil visto que apenas 7,5% desse ecossistema se
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encontra resguardados e delimitado como area de protecdo. Ainda assim, o bioma
continuara como um dos menos protegidos do pais, ja que pouco mais de 1% destas
unidades sao de Protecdo Integral. De acordo com Alves et al. (2014), esse bioma
possui uma rica diversidade de espécies vegetais e animais com total capacidade
técnica de exploragao.

Segundo Velloso et al. (2002) a regido Nordeste est4d entre as regides
brasileiras que possuem maior variabilidade de aspectos fisicos e floristicos,
constituindo assim, um mosaico vegetacional composto de caducifdlias, xerofilas e
espinhosas que variam de acordo com os diferentes tipos de solo e com a
disponibilidade de 4gua. Na regidao € comum a irregularidade climatica com grande
variabilidade, espacial e temporal, de precipitacdo, apresentando ainda os valores
mais extremos do pais: a maior insolacdo, a menor nebulosidade, as maiores
médias térmicas, as maiores taxas de evaporacao e, sobretudo, os menores indices
pluviométricos, em torno de 500 a 700 mm anuais (OLIVEIRA et al., 2006).

Nesta regido, a pecuaria € praticada, principalmente, de modo extensivo,
sendo baseada na exploracdo das pastagens nativas e/ou introduzidas, resultando
em baixo rendimento produtivo dos rebanhos caprinos, ovinos e bovinos (SOUSA e
ARAUJO FILHO, 2001). A producdo agricola nessas regides caracteriza-se
principalmente pela agricultura de sequeiro e pela pecuaria extensiva, condicao que
acaba dificultando o desenvolvimento de pastagens nessa regido (ALVES et al.,
2014).

Além disso, os sistemas de criacdo baseados em pastagens nativas
apresentam limitagdes quantitativas e/ou qualitativas, principalmente nas épocas de
estiagem, sendo necessaria a introducdo de plantas forrageiras exoticas para a
formacdo de pastagens cultivadas (ALVES, 2014). Essas pastagens sao formadas,
principalmente por gramineas cultivadas em monocultivo ou, em consorcios com
leguminosas.

Outros importantes fatores que sdo associados as condi¢cdes dos pastos no
Brasil e, em especial, na regido semiarida brasileira sdo as poucas praticas do
manejo do pastejo aplicadas e a deficiente fertilizacado das pastagens (VOLTOLINI et
al.,2010)

De maneira geral os solos do Semiarido nordestino apresentam baixos teores

de matéria organica e, consequentemente, baixa disponibilidade de nutrientes para
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as plantas. Neste caso, um dos nutrientes mais importantes, é o nitrogénio, porque
participa diretamente da composicao de diversas moléculas no interior das plantas e
€ o principal controlador dos processos fotossintéticos. Nesse contexto, a insercao
de fontes externas de nitrogénio € imprescindivel para a elevacdo da producéo de
biomassa de diversas plantas forrageiras que participam diretamente da dieta de
animais, de modo a possibilitar reflexos positivos na rentabilidade do sistema
produtivo (CUNHA et al., 2012).

2.1.3 Nutricao da pastagem

A utilizacdo de uma espécie forrageira adaptada as regides secas, com alto
valor nutritivo e boa producédo de biomassa vegetal ndo é suficiente para garantir a
perenidade de uma pastagem, se a mesma nao for bem manejada e receber
reposicdo dos nutrientes essenciais. Estudos tém demonstrado que dentre os
principais nutrientes exigidos pelas plantas forrageiras encontra-se o nitrogénio (N)
(BODDEY et al., 1993).

O N possui papel fundamental no metabolismo vegetal por participar da
biossintese de proteinas e clorofilas e por estar presente no DNA, RNA e outras
estruturas celulares (ANDRADE et al., 2003). De acordo com Yamada; Abdalla
(2000) a dinamica do N no ecossistema agricola tem despertado interesse em
virtude do aumento na demanda por alimentos. Por ser um elemento muito dindmico
no solo, o N esta sujeito a perdas principalmente pela forma gasosa, 0 que torna
essencial a eficiéncia do seu manejo.

O crescimento e a persisténcia das gramineas nos tropicos tendem a ser
limitados pela deficiéncia nutricional, principalmente de nitrogénio (N), uma vez que
este nutriente acelera a formacéo e crescimento de novas folhas, além de aumentar
a rebrota, o que contribui para a melhor recuperacdo do pasto (CECATO et al.,
1996).

De acordo com Gimenes et al. (2011) a adubacdo em conjunto com outras
praticas de manejo, exerce papel essencial no estabelecimento e manutencao das
espécies forrageiras. Estas praticas favorecem o aumento da producédo de massa
seca e do valor nutricional, aumenta a capacidade suporte dos pastos e

consequentemente eleva a produtividade animal por unidade de éarea, que é
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indicador importante para a propriedade rural em areas tropicais. Por estar
diretamente ligado ao crescimento vegetal e ao perfilhamento das plantas, o
nitrogénio € considerado um dos mais importantes no aumento da produtividade dos
pastos, tornando a fertilizacdo nitrogenada um fator fundamental para a utilizacédo de
praticas modernas de manejo de pastagens (ANDRADE et al., 2009; BRAMBILLA et
al., 2012).

Santos et al. (2008) avaliaram a producdo e a composi¢cao quimica do capim
Marandu (Brachiaria brizantha cv. Marandu) e da Braquiaria decumbens (Brachiaria
decumbens cv. Basilisk) com quatro adubacbes (sem adubo; N; P; NP; NK),
observaram incrementos de até 110% na massa verde (MV) dos capins quando
adubados com nitrogénio em relacdo a testemunha. Ja, Gimenes et al. (2011),
verificaram maiores porcentagens de folhas na massa de forragem poés-pastejo,
além de maiores taxas de acumulo de forragem, de lotacdo dos pastos e de ganho
de peso por area com o uso da adubacéo nitrogenada.

Segundo a Associacao Nacional para a Difusdo de Adubos (ANDA, 2015), o
mercado de fertilizantes brasileiro atingiu o patamar de 30,2 milhdes de toneladas
comercializadas em 2015, estando entre os quatro maiores consumidores mundiais
de nutrientes para a formulagdo de fertilizantes, destacando-se os fertilizantes
nitrogenados. Deste modo, a sintese dos principais adubos nitrogenados produzidos
no mundo é originaria do N? atmosférico e do hidrogénio, o qual é obtido de
combustiveis fosseis, principalmente pelo gas natural e 6leo combustivel,
acarretando em alto dispéndio energético, em torno de 1,2 a 1,8% de todo o
consumo global de energia fossil (CANTARELLA, 2007).

Apesar do potencial produtivo das forrageiras poder ser melhorado com a
adubacdo nitrogenada, sua utilizacdo tem sido limitada pelo custo, em virtude da
extensdo das areas envolvidas e da necessidade de aplicacbes frequentes, além de
poder ser facilmente perdido quando ndo associado a parte organica do solo (VITOR
et al., 2008). Entretanto, outro agravante na utilizacdo de fertilizantes nitrogenados
reside na baixa eficiéncia de sua utilizacdo pelas plantas, geralmente menor do que
50% (TRIVELIN; FRANCO, 2011).

Em pastagens tropicais com manejo extensivo e sem adubacg&o nitrogenada
como é o caso do Brasil, a disponibilidade de N depende, em grande parte, da

mineralizacdo do nitrogénio dos residuos vegetais. Com isso, o balanco entre esses
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processos pode variar com o tempo e, principalmente, com a natureza do residuo
organico em decomposicdo, além de depender da atividade microbiana do solo
(AITA e GIACOMINI, 2007).

De acordo Bhattacharjee et al. (2008) o uso excessivo de fertilizantes pode
levar a varias consequéncias que incluem: (i) contaminacao das 4guas subterraneas
com o nitrato devido a lixiviacdo e desnitrificacdo tornando-se prejudicial para a
saude humana e animal, (ii) a contaminacéo da agua de superficie pela eutrofizacao
gue podem surgir devido a lixiviagcdo de nitrogénio na agua afetando o crescimento
de organismos aquaticos e (iii) producdo de gases de efeito estufa CO? e NO;
durante a fabricacéo de fertilizantes nitrogenados, o que contribui para o aumento do
aguecimento global.

Para este caso, alternativas oferecidas pela propria natureza apresentam
potencial para aumento de produtividade de forma sustentavel. Uma dessas
alternativas € a fixacdo biolégica de nitrogénio (FBN), seja via consoércio com
leguminosas, ou uso de bactérias diazotroficas associadas com gramineas
forrageiras (BALDANI et al., 2002; REIS Jr., 2002; BODDEY et al., 2003).

2.2 Fixacéo biolégica do Nitrogénio (FBN)

A FBN é um processo essencial para transformar o nitrogénio atmosférico
(N2), que néo pode ser utilizada pela maioria dos micro-organismos e pelas plantas,
na forma inorganica combinada NH3; (amdnia), e a partir dai, em formas reativas
organicas e inorganicas vitais em sistemas biolégicos (CANTARELLA, 2007). A
reacao de reducdo do N, a NH3 é realizada por muitos grupos de bactérias e alguns
organismos do grupo Archaea que possuem a enzima nitrogenase, esses micro-
organismos sdo conhecidos com fixadores de N ou bactérias diazotréficas
(MOREIRA et al., 2010). Esses organismos se associam a diversas espécies de
plantas em diferentes graus de especificidade sendo classificadas como bactérias
diazotréficas: de vida livre, associativas e simbioticas (CANTARELLA, 2007; PERIN,
2007).

Segundo Evans e Burris (1992), os organismos de vida livre fixam o
nitrogénio para seu proprio uso. Enquanto que os diazotroficos associativos

contribuem para o crescimento da planta sem a formagdo de estruturas
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diferenciadas e, os simbiéticos estabelecem uma interacdo com o hospedeiro muito
estreita e em alguns casos, sdo formadas estruturas diferenciadas denominadas
nodulos.

Alguns grupos de bactérias estabelecem simbiose com raizes de plantas
leguminosas, e sdo conhecidas como rizobios. Nesse tipo de simbiose ocorre a
formacao de estruturas nas raizes, chamadas de nodulos, onde as bactérias ficam
alojadas e realizam o processo de captura e fixagdo do nitrogénio atmosférico. A
associacao entre rizobio-leguminosa é muito importante para a agricultura, porque
promove aumento significativo do nitrogénio no sistema solo-planta (DOBEREINER,
1989).

Um exemplo classico da FBN esta na cultura da soja. Segundo Hungria et al.
(2007), a cultura da soja dispensa totalmente a adubacao nitrogenada, uma vez que,
em condi¢des normais de cultivo, a FBN é capaz de suprir as necessidades de N da
cultura com taxas de fixacdo de N superiores a 300 kg de N/ ha. Estima-se que a
contribuicdo de nitrogénio fixado biologicamente seja de 139 e 170 milhdes de
toneladas de N ano™, enquanto que a fixacéo quimica contribui com 65 milhdes de
toneladas de N ano™ de modo que a substituicdo de fertilizantes quimicos pela
inoculagcdo com bactérias do género Bradyrhizobium na cultura da soja representa
uma economia de cerca de R$ 7,46 bilhGes para agricultura brasileira (MOREIRA,
2008; CAVALCANTE et al., 2011).

De acordo com Hungria (2011), para 1.000 kg de grédos de soja sao
necessarios 100 kg de N/ha, ao passo de que fertilizantes nitrogenados no pais
custam em média US$ 1/kg, e o custo da fixacdo nitrogenada por meio da
inoculacdo de bactérias diazotréficas gira em torno de US$ 2/ha (HUNGRIA, 2011).
Comparando os dados e aplicando esse célculo as gramineas forrageiras, onde a
fixacdo dessas bactérias contribui em média com 50%, o plantio requer (50-300 kg
de N ha-*ano) (CANTARUTTI et al 1999), a economia é de até 50%.

Segundo Moreira et al. (2010), a contribuicdo da FBN associativa a nutricdo
vegetal ndo é tao significativa quanto as simbioses, entretanto se for considerada a
grande extensdo de terras recobertas por gramineas e cereais, esta se torna

importante, em termos globais.

2.2.1. Fixacao biolégica do nitrogénio em plantas ndo leguminosas
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No Brasil, os primeiros relatos de fixacdo bioldgica de nitrogénio em
gramineas sao das pesquisas da Dra. Johanna Ddbereiner, na década de 50. Seus
estudos contribuiram no conhecimento da interacdo de micro-organismos
diazotrdéficos na rizosfera de gramineas. Diferente da maioria dos estudos na década
de 1960, 1970 e 1980 que, em grande parte concentravam a sua atencédo sobre as
bactérias da rizosfera como provaveis fontes fixas de N, grande parte do interesse
recente tem incidido sobre as bactérias que habitam o interior das proprias plantas,
as “bactérias diazotréficas endofiticas " (DOBEREINER et al.,1995).

Segundo Schulz e Boyle (2006) as bactérias endofiticas foram definidas
capazes de colonizar tecidos internos de plantas sem causar infec¢des sintomaticas
ou efeitos negativos sobre o seu hospedeiro. De acordo com Cocking (2003),
bactérias endofiticas possuem maiores vantagens em relacdo as rizosféricas em
termos de fixacéo de nitrogénio, podendo fornecé-lo diretamente ao seu hospedeiro.

Além disso, segundo Reinhold-Hurek e Hurek (1998), essas vantagens sao:
() Quantidade de oxigénio baixo o suficiente para a expressdo da enzima
nitrogenase. (ii) As endofiticas sdo menos vulneraveis a concorréncia com outros
micro-organismos do solo. (iii) Essas bactérias permanecem protegidas de estresses
abidticos e bidticos, ou seja, com melhores condi¢des para a fixacdo do nitrogénio.

Acredita-se que as comunidades de bactérias endofiticas sejam determinadas
por diversos fatores (HARDOIM et al., 2008). Segundo Rosenblueth Martinez-
Romero (2006), as plantas oferecem um ambiente seletivo, filtrando grupos
microbianos. Dessa forma, o gendétipo da planta e o seu estado fisiolégico, além de
condicBes abidticas e manejo agricola, podem afetar a diversidade microbiologica
nos tecidos radiculares (HARDOIM, 2008).

A colonizacéo bacteriana em nao leguminosas é um processo complexo que
envolve a interagdo de vérias caracteristicas, como 0s genes bacterianos e a
resposta da planta. A colonizagao inicia-se com a migracdo para a raiz, em seguida
ocorre a fixagdo da bactéria e a formacao de uma micro coldnia e no ultimo estagio
ocorre 0 crescimento e sobrevivéncia da populacdo (SINGH et al., 2011). Embora o
mecanismo molecular envolvido no processo de colonizacdo nédo seja bem
compreendido, sugere-se que existam semelhancas na colonizacdo de bactérias
patogénicas e endofiticas (KRAUSE et al., 2006)
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A colonizagdo radicular é o primeiro e mais importante passo no
estabelecimento do microrganismo na planta. As bactérias sdo atraidas para
rizosfera pelos exsudatos liberados pelas plantas, ricos em aminoacidos e acUcares.
Nesse momento, as plantas emitem sinais a algumas bactérias enquanto inibe
outras (COMPANT et al, 2010). Prieto et al. (2011) sugere que bactérias endofiticas
mantem-se confinadas dentro de uma organela ou mais provavelmente um vacuolo
que surge pelo estreitamento de uma estrutura interna nas membranas das raizes.
Os possiveis locais de colonizacao por bactérias diazotroficas endofiticas na raiz séo

representados na Figura 1.
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Figura 1. Apresentacdes esquematicas para os locais de colonizagcdo de raizes de plantas por
bactérias endofiticas. Na figura A representa sec¢do longitudinal de possiveis locais na raiz que
podem ser utilizados para a entrada de bactérias endofiticas. Na figura B representa a secao
transversal de raiz mostrando a distribuicdo e colonizacdo de bactérias endofiticas. Adaptado de
Compant et al. (2010).
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2.2.2 Bactérias associadas a plantas forrageiras

Apesar da regido Semiarida apresentar algumas limitacbes como a escassez
e irregularidade de chuvas, a vegetacdo nativa e as espécies introduzidas na regiao
sao bem diversificadas. Dentre elas, a palma-forrageira, o capim-buffel, o sorgo e a
manicoba sdo espécies forrageiras de grande importancia, participando
significativamente da dieta de ruminantes.

A manicoba, pertencente ao mesmo género da mandioca, € uma planta nativa
do Semiarido e que apresenta grande tolerancia a seca (ARAUJO; CAVALCANTI,
2002). Além dessa espécie, algumas plantas se mostraram perfeitamente adaptadas
as condicdes do Semiarido, como o capim-buffel, sorgo e a palma-forrageira.

Sabendo das caracteristicas benéficas de bactérias fixadoras de nitrogénio,
acredita-se que a diversidade desses micro-organismos isolados a partir dessas
plantas adaptadas pode ser elevada. A selecdo dessas bactérias pode contribuir
com a promoc¢ao do crescimento destas e de outras espécies forrageiras, no
aumento da eficiéncia agrondmica, reduzindo assim os custos de producdo e a
poluicdo ambiental. Além disso, essas bactérias sdo capazes de contribuir na
promocdo do crescimento das plantas, acelerando a germinacdo das sementes,
protegendo as plantas contra doencas, e promover 0 crescimento das raizes,
utilizando diferentes estratégias (GARCIA et al., 2015).

Apesar da importancia, ha ainda poucos estudos relacionando os micro-
organismos de regibes Semiaridas, bem como sua associagdo com plantas
adaptadas a esses ambientes.

Costa e Melo (2005) isolaram bactérias endofiticas da palma forrageira,
observaram quanto aos atributos de fixacdo de nitrogénio, que em 69 linhagens, 10
apresentaram o gene nifH (gene que expressa, se 0 micro-organismo € ou Nao um
fixador) e concluiram que essas bactérias podem ser usadas na inoculacdo de
plantulas de palma, visando um maior desenvolvimento em solos com déficit hidrico.
Avaliando a ocorréncia de bactérias fixadoras de nitrogénio no capim-buffel e outras
forrageiras, Moreira et al. (2013), observaram que as maiores densidades de micro-
organismos foram observadas no capim-buffel, 2,4 x 10* bactérias g™ na superficie
da raiz.

Estudando a ocorréncia de bactérias diazotréficas em sorgo forrageiro,
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Bergamaschi et al. (2007), observaram 14 gendétipos de sorgo forrageiro, sendo que
76 isolados obtidos foram aptos a fixar nitrogénio e produzir acido indol-acético in
vitro, seus resultados demonstraram o potencial desses isolados como possiveis
promotores de crescimento vegetal.

Embora ja se tenha alguns resultados experimentais, 0os estudos sobre a
inoculacdo de bactérias diazotréficas, como alternativa para a reducdo do uso de
fertilizantes nitrogenados nas culturas forrageiras, estdo em fase inicial, sendo
necessarios muitos estudos para desenvolver produtos eficientes, a partir de

bactérias fixadoras de nitrogénio.

2.3. Mecanismos de promoc¢&ao do crescimento

As bactérias endofiticas podem beneficiar o crescimento das plantas por meio
de mecanismos de promoc¢do de crescimento. Esses mecanismos podem ser de
acdo direta e/ou indireta. A acdo direta envolve a producdo de compostos
fitoestimuladores pela bactérias e/ou sua atuacdo em alguns processos que
resultam no aumento da disponibilidade de certos nutrientes. O efeito direto envolve
a fixacdo de N? (BODDEY e DOBEREINER, 1995), producdo de fitohorménios
(OLIVEIRA, 2009), e solubilizacao de fosfatos (MARRA et al., 2012). Os mecanismos

indiretos sao relacionados a protecdo da planta a micro-organismos patogénicos
(SHANAHAN et al., 1992).

2.3.1.Fixacdo de N

Todas as bactérias diazotréficas possuem um complexo enzimatico chamado
nitrogenase, o qual, dentre outros substratos alternativos, reduz o nitrogénio
atmosférico a amonia, tornando disponivel para as plantas (DEAN e JACOBSON,
1992). E para que a fixacdo biolégica ocorra, é necessario a expressdo de um
conjunto de genes denominado gene nif (nitrogen fixing), que codifica as proteinas
envolvidas no processo de FBN.

A esséncia da enzima nitrogenase foi elucidada por Dean e Jacbson (1992). A

7

enzima é constituida por dois componentes: 1) dinitrogenase redutase, que
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representam proteinas e ferro, responsavel por captar a energia necesséaria e 2)
dinitrogenase, que tem um cofactor metalico, responsavel pela conversao do N, a
NHs. Na base do cofactor foram identificados trés sistemas de fixacao de diferentes
N: Mo-dinitrogenase, V-nitrogenase, e Fe-nitrogenase.

Os genes nif, principalmente o nifH, tém sido utilizados como marcadores no
estudo de organismos fixadores (BALDANI, 2002). Dessa forma, a detec¢ao do gene
nifH na amostra de DNA genémico de uma célula bacteriana rotulariam o isolado
como um fixador de nitrogénio.

Espécies de bactérias que pertencem aos géneros Azospirillum, Bacillus,
Burkholderia, Enterobacter, Pseudomonas e Rhizobium estdo associados as raizes
de plantas e sdo capazes de exercer um efeito benéfico no crescimento vegetal
(HIYAMA et al., 2013; JAMES; OLIVARES, 1997). De acordo com Kumar e Chandra
(2008) além da fixacao de nitrogénio, os rizébios contribuem com a nutricdo vegetal,
mobilizando fosforo inorganico e organico. Bactérias do género Bacillus sdo o mais
abundante na rizosfera. Para Charest et al. (2005), metabdlitos séo liberadas por
essas bactérias, afetando diretamente o ambiente e aumentando a disponibilidade
de nutrientes para as plantas, consequentemente promovendo 0 crescimento
vegetal.

Além dos Bacillus, bactérias do género Pseudomonas apresentam
caracteristicas que as tornam promotoras de crescimento. Praveen Kumar et al.
(2012) inocularam bactérias isoladas de solos da india em plantas de sorgo para
avaliarem o efeito de fixacdo de nitrogénio sobre o crescimento. As plantas que
foram inoculadas apresentaram maior crescimento e absor¢cdo de nutrientes do que
os controles, dentre eles o isolado P17(Pseudomonas sp.) que apresentou maior
volume de raizes (0,3 cm®), comprimento da parte aérea (36,2 cm), massa seca (152

mg), area foliar (31cm?).

2.3.2. Acido Indol -3-acético (AIA)

Vérios fitohorménios séo sintetizados pelas plantas e atuam no crescimento,
desenvolvimento e diferenciacdo dos tecidos vegetais (SPAEPEN et al.,, 2009) e

protecdo contra os estresses abidticos e biodticos (TAGHAVI et al., 2009). Dentre
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esses, as auxinas atuam diretamente na parte aérea e na arquitetura das raizes
(TEALE et al., 2006). Uma das auxinas mais abundantes é o acido indol-3-acético
(AIA), que além de regular o crescimento vegetal, aumenta o crescimento radicular,
contribuindo para uma melhor absorcdo de nutrientes. Além disso, o AIA pode
contribuir no aumento do nimero e crescimento das raizes, além do alongamento
dos pelos radiculares (DE SALAMONE et al., 2001), e exsudacdo radicular das
plantas (REINHOLD-HUREK E HUREK, 2011).

O AIA pode ser sintetizado a partir do triptofano. Esta transformacao pode ser
realizada por micro-organismos, que produzem uma conversao oxidativa quando o
triptofano se encontra na presenca de peroxidases e de radicais livres. Além da
producdo em tecidos da planta, a sintese de AIA é difundida entre bactérias
associadas a planta e fornecem mecanismos relacionados ao crescimento de
plantas. A biossintese do AIA em algumas bactérias € mostrada através de
diferentes rotas biossintéticas Figura 2. A biossintese do AlA Trp-dependente ocorre
por diversas vias. Foram propostas: 1) A via acido indol-3-pirGvico (AIPy); 2) A via
indol-3-acetamina (IAM) e 3) A via triptamina indol-3-acetaldoxima (IAOX)
(MARCHIORO, 2005).

TRIPTOFANO H
(TIPJ ]
CH2— C COOH

lﬂoz
MNH3
@cm C COOH ~CH2 - CH2 — NH2

TRIPTAMINA
SINDOL P]R]I\"ATO VIA(TAM)

1202
co2 / A
NH3 A
) CH—C= 0 CH—C=0
|
J W
H

3 INDOL ACETALDEIDO

(IAALD) / 3 INDOL ACETAMIDA
VIA(IAM)
mo>\
cnz ~ COOH
1 .

3 ACIDO INDOL ACETICO

-

Figura 2. Biossintese do &cido indol-3-acético (AlA), a partir do aminoacido triptofano (MARCHIORO,
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2005).

Na via IAM o triptofano é transformado a IAM pela enzima Triptofano-2-
monoxigenase, logo o IAM é transformado em AIA pela enzima 8 IAM hidrolase,
codificada pelo gene iaaH (THEUNIS et al., 2004). Na via IPA, o triptofano é
inicialmente convertido a IPA por uma aminotransferase (transaminacdo), em
seguida, € descarboxilado através da indol-3-piruvato descarboxilase a indol-3-
acetaldeido (IAAIld) apos isso é oxidado a AlA pela IAAId desidrogenase (PATTEN e
GLICK, 2002).

Séo relatadas na literatura diversas bactérias produtoras de AlA, tais como:
Azospirillum,  Enterobacter, Pseudomonas, Rhizobium, Gluconacetobacter,
Agrobacterium, Bacillus e Burkholderia (LATA; TILAK et al., 2002). Estudando
bactérias endofiticas isolados do milho, Szilagyi-Zecchin et al. (2014) observaram
qgue duas cepas de bactérias (Enterobacter-CNPSo 2480 e Bacillus-CNPSo 2481),
se destacaram por aumentar o volume de raiz em 44% e 39%, respectivamente, e a
germinacdo de 47% e 56%, respectivamente. Outras duas cepas de Bacillus
(CNPSo 2477 e CNPSo 2478) mostraram capacidades extraordinarias para a
producao de AlA, no entanto eles reduziram a germinacéo das sementes.

Em estudos visando isolar e determinar a diversidade de bactérias endofiticas
em palma forrageira (Opuntia ficus-indica), Costa e Melo (2012), observaram que 14
isolados produziram AlA, variando entre 3,5 e 17,45 ug.ml™. A producédo de AIA por
bactérias também por Haiyambo et al. (2015), esses autores isolaram bactérias a
partir da rizosfera de Pennisetum glaucum e Sorghum bicolor e observaram oito
isolados que foram consideradas eficientes em produzir AlA, sendo portanto
capazes de promover o crescimento vegetal.

Avaliando o efeito da inoculacéo de rizébios em gramineas forrageiras (capim
Tanzania (Panicum maximum), Pensacola (Paspalum saurae), capim-braquiéria
(Brachiaria decumbens) e azevém (Lolium multiflorum), Moreira et al. (2013),
observaram que todos os rizobios avaliados produziram AIA, entretanto, o isolado

mais promissor foi o Lc348, produzindo 60,7 ng mL™.

2.3.3 Producéo de Sidero6foros

O ferro € o quarto elemento mais abundante na terra, e um nutriente
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essencial para quase todas as formas de vida. Todos 0S micro-organismos
conhecidos até agora, com excecao de certos lactobacilos, exigem essencialmente
ferro (NEILANDS, 1995). Apesar disso o ferro ndo é facilmente assimilado por uma
bactéria ou plantas porque o ion férrico ou Fe*®, que é a forma predominante na
natureza, € pouco soluvel, de modo que a quantidade de ferro disponivel para
assimilacado pelos organismos vivos é extremamente baixa (MA, 2005). Para estar
disponivel o Fe deve estar na forma Fe?" e muitos micro-organismos desenvolveram
mecanismos de quelar o Fe**, por meio da producdo de sideréforos (SANTOS,
2004).

Ambos, micro-organismos e plantas necessitam de um nivel elevado de ferro,
e obter ferro suficiente torna-se um problema na rizosfera da planta visto que as
bactérias e os fungos competem pelo ferro (GUERINOT, YING, 1994.; LOPER,
BUYER, 1991). Nesse caso, para sobreviver com uma oferta limitada de ferro, as
bactérias sintetizam sideré6foros, que sdo moléculas de baixo peso molecular com
potencial quelante de ions férricos, sendo estas moléculas sintetizadas
principalmente por micro-organismos que crescem em ambientes com baixas
concentracdes de ferro. Em ambientes assim o papel desses compostos é recolher
os ions de Fe do ambiente, tornando esse elemento quimico disponivel para a célula
microbiana (HIDER, KONG, 2010.; NEILANDS, 1981).

Apesar da importancia do ferro para os organismos vegetais, sabe-se que o
crescimento das plantas ndo é geralmente afetado pela deplecdo de ferro na
rizosfera, porque a maioria das plantas pode crescer em concentracdoes de ferro
muito inferiores a maioria dos micro-organismos (O’'SULLIVAN, O'GARA, 1992). No
entanto, de acordo com Neilands, (1995), a concentracdo de pelo menos 1 mM de
ferro seria necesséria para um crescimento 6timo da maioria das espécies

microbianas.
2.3.4 Solubilizagdo de Fosfatos

Fosforo (P) é depois do nitrogénio, o mais importante nutriente limitante da
producdo agricola (GOLDSTEIN, 1986). Embora a quantidade total de fésforo no
solo possa ser alta, na maioria das vezes, este elemento ndo se encontra na sua

forma labil (GYANESHWAR et al.,, 2002). Em solos tropicais sdo necessarias
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aplicacbes de fésforo inorganico (Pi) no solo para garantir a produtividade das
culturas. No entanto, os solos tropicais da regido Semiarida, geralmente apresentam
altos teores de Fe e Al, o que causa reducdo na disponibilidade de Pi no solo
(NOVAIS e SMYTH, 1999). Exercendo um papel importante no ciclo natural do P, os
micro-organismos sao responsaveis pela liberacdo de acidos organicos, que atuam
como doadores de prétons e agentes quelantes aos ions Al e Fe, favorecendo a
solubilizac&o do fosfato inorganico no solo (RODRIGUEZ e FRAGA, 1999).

A literatura mostra a capacidade de diferentes grupos de bactérias em
solubilizar compostos de fosfato inorganico tais como fosfato de tricalcico, fosfato
bicélcico e fosfato de rocha (SASHIDHAR e PODILE, 2010). Entre os géneros
bacterianos capazes de solubilizar fosfatos, encontram-se bactérias do género
Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, Burkholderia, Agrobacterium, Aereobacter,
Microccocus, Flavobacterium, Gluconacetobacter e Erwinia (RODRIGUEZ e FRAGA,
1999).

Apesar do grande reservatorio de fosforo, a quantidade de formas disponiveis
para as plantas é geralmente baixa. Esta baixa disponibilidade de fésforo para
plantas é porque a maioria dos solos o P é encontrado em formas insolluveis ao
passo que as plantas absorvem-no apenas em duas formas solUveis, 0 monobasico
(H,PO, e o dibasico (HPO%,) (BHATTACHARYYA E JHA, 2012).

Avaliando a capacidade de solubilizacdo de fosfato inorganico da
Gluconacetobacter diazotrophicus Crespo et al. (2011) sugeriram que G.
diazotrophicus foi um excelente candidato para ser utilizado como fertilizante
organomineral, apresentando um fendtipo positivo para solubilizacdo de fosfato.
Para Silva Filho e Vidor (2001), a utilizacdo de micro-organismos solubilizadores de
fésforo € uma alternativa importante ao uso da adubacdo convencional,
aproveitando melhor o fésforo presente no solo.

A fixagcdo biolégica de nitrogénio pelas bactérias associadas a raizes de nao
leguminosas pode ser importante nas condigdes encontradas no semiarido, uma vez
gue o fornecimento de N via FBN pode melhorar a produtividade e o valor nutritivo
das forrageiras, assim esta associacdo podera, em médio prazo, contribuir para o
desenvolvimento socioeconémico da regido através da diminuicdo dos custos de

producao.
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3. Material e Métodos

3.1 Local de coleta e amostragem

Amostras de plantas saudaveis e adultas foram colhidas nos campos
experimentais da Caatinga e Bebedouro pertencentes a Embrapa Semiarido e na
area da Embrapa Produtos e Mercados, todas situadas no municipio de Petrolina,
PE.

As espécies forrageiras colhidas foram o capim-buffel (Cenchrus ciliaris (L.),
capim-tifton 85 (Cynodon dactylon (L.) Pers.), o sorgo-forrageiro (Sorghum bicolor
(L.) Moench) da variedade BRS ponta negra, a palma-forrageira (Opuntia ficus
indica (L.) Miller, da cultivar gigante e a manicoba (Manihot glaziovii Muell. ARG.).
As coletas do capim-buffel, palma-forrageira, capim tifton e sorgo forrageiro,
aconteceram em Outubro de 2014, enquanto a manic¢oba foi coletada em Janeiro de
2015, logo apos o periodo chuvoso. Para cada espécie forrageira as amostras foram
obtidas em duas é&reas distintas, com excecdo do capim-buffel que foi coletado

apenas em um local.

e Descricdo das areas de coleta

O capim-buffel foi coletado no campo experimental Sistema (CBL), conhecido
como Sistema Caatinga-Buffel-Leucena, O local apresentava somente a cultura do
buffel, ha alguns anos e tratava-se de um solo muito pedregoso e que estava muito
seco por consequéncia da falta de chuva na regido (AM5).

O capim tifton foi coletado em duas areas distintas, na primeira area (AM1),
no campo experimental de Bebedouro, nos piquetes de criagdo de ovinos, a area
possuia adubacdo nitrogenada realizada ha 4 meses antes da coleta e além disso, o
pasto era constantemente irrigado. A segunda amostra foi coletada préximo ao
tanque de criacao de tilapias, no campo experimental da caatinga e na segunda area
(AM2).

Outra cultura coletada para o estudo foi o sorgo forrageiro. Presente em duas
areas da Embrapa Produtos e Mercados, situada, proximo a sede da Embrapa
Semiéarido (AM3 e AM4).

A primeira amostra da palma-forrageira foi coletada no campo experimental

da caatinga (AM6), nessa area, a palma recebia irrigacdo. Na segunda area, a
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palma foi coletada na sede da Embrapa, no setor de Metabolismo Animal (AM7).

Por conta da escassez de chuvas, a manigcoba ndo apresentava folhas e
nesse caso, sua coleta foi adiada para o inicio de 2015, logo apds as primeiras
chuvas. A coleta se deu em duas areas pertencentes ao campo experimental da
caatinga, Na primeira area, tratava-se de uma area de caatinga preservada (AM9) e
na segunda éarea, as plantas ficavam proximas as areas de experimento com o solo
bastante pedregoso (AM8). Na Tabela 1, sdo apresentadas as coordenadas
geograficas das areas de coleta das plantas forrageiras e os respectivos isolados
obtidos.

Tabela 1. Bactérias isoladas de plantas forrageiras (capim-buffel (B), sorgo forrageiro
(S), capim-tifton (T), manicoba (M) e palma-forrageira (P) e seus respectivos locais
de coleta

Amostragem Localizagdo

AM1 S09° 08. 239’
WO040° 17.
AM2 S09° 04.192’
W040° 19.575’
AM3 S09° 03. 282’
WO040° 16.824’
AM4 S09° 03. 145’
WO040° 17. 898’
AM5 S09° 04. 226’
WO040° 19. 590’
AM6 S09° 04.223’
W040° 19.588’
AM7 S09° 04. 126’
W040° 19.190°
AM8 S09° 04. 056’
W040° 19.607
AM9 S09° 04. 105’

W040° 19. 715’
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Em cada ponto de amostragem foi obtida uma amostra da planta
inteira(parte aérea + raiz) composta formada por trés amostras simples (uma planta),
totalizando trés repeticdes por area para cada espécie forrageira. Além disso, foram
coletadas amostras compostas de solo a parir de cinco pontos na camada de 0-20
cm em cada area de coleta, totalizando 9 amostras de solo que seguiram para
andlises visando a determinacdo das caracteristicas quimicas no Laboratério de

Solos da Embrapa Semiarido, cujos resultados estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Caracterizacdo quimica dos solos dos locais de coleta das plantas
forrageiras

CE pH MO P Ca Mg Al H+Al SB CTC V
AREA mScm™ gkg' gdm® C mol, dm™ %
AM1 4,68 7,5 8,9 119,3 6,7 180 0,00 1,2 9,9 11,1 89,6
AM2 0,70 51 9,6 23,75 24 1,10 0,00 3,0 3,7 6,7 55,4
AM3 1,27 5,6 9,0 57,4 1,8 090 0,00 1,8 3,1 4,9 62,4
AM4 1,34 5,6 8,7 10,73 1,7 1,00 0,00 1,2 3,1 4,3 73,0
AMS5 0,32 57 1,13 31,7 28 1,10 0,00 35 4,2 7,7 55,1
AM6 0,47 55 8,4 8,44 16 090 0,00 1,8 3,0 4,8 61,7
AM7 1,20 5,6 18,6 4263 29 1,70 0,00 0,37 5,5 9,1 59,6
AMS8 0,64 51 10,7 8,64 19 1,30 0,00 2,3 3,6 5,9 61,2
AM9 0,39 5,2 13,8 8,44 22 1,20 0,00 25 3,9 6,4 60,3

Laboratério de Solos-Embrapa Semiarido. AM= Amostra. AM1=Tifton ; AM2= Tifton ; AM3=Sorgo ;
AM4= Sorgo ; AM5= Buffel ; AM6= Palma ; AM7= Palma ; AM8= Manigoba ; AM9= Manicoba . C.E:
Condutividade elétrica; pH: Potencial hidrogeniénico. M.O: matéria organica; P: fésforo; Na: sddio;
Ca: célcio; Mg: magnésio; Al: aluminio; H+Al: acidez potencial; SB: saturacdo de bases; CTC:
capacidade troca de cations; V: saturacdo por bases.

3.2. Isolamento e purificacdo das bactérias

As plantas foram transportadas para o Laboratério de Microbiologia do Solo
da Embrapa Semiarido para os procedimentos de isolamento. As raizes foram
separas da parte aérea, As raizes foram lavadas em agua corrente e secas com
papel toalha e, desinfestadas superficialmente por imersao em solucéao de hipoclorito
de sodio a 1% (v/v) por 10 minutos. Posteriormente foram lavadas abundantemente
com agua destilada e autoclavada. As amostras foram fragmentadas e em seguida

aliquotas de 10 g foram trituradas com 90 mL de NaCl 0,85% (p/v) em um
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miniprocessador previamente desinfestado. Posteriormente, foram realizadas as
diluicdes seriadas de 10" a 10™. Para cada uma das diluicdes, aliquotas de 0,1 mL,
foram inoculadas em triplicata, em frascos de vidros de penicilina contendo 7 mL do
meio BMGM (glicose, manitol e acido malico) semissélido (ESTRADA DE LOS
SANTOS et al., 2001). Os frascos foram incubados a 28 °C, por dez dias, ap0s esse
periodo, aqueles que desenvolveram uma pelicula microaerotaxica tipica (proxima
da superficie do meio de cultura) foram separadas em sua diluicdo menos
concentrada, reinoculados no mesmo meio de cultura e incubados por dez dias.
Aqueles que desenvolveram pelicula apés esta segunda incubacdo foram
considerados positivos para determinagéo das populagbes de bactérias diazotréficas
(Tabela 4), sendo assim utilizados para o isolamento das bactérias.

O padréo de crescimento das bactérias nas diferentes diluicbes do meio
semissolido e repeti¢cdes utilizadas foram tabulados e utilizados para a determinagéo
da concentracdo total de bactérias diazotréficas por meio do método do nimero
mais provavel (NMP) (HUNGRIA; ARAUJO, 1994). Apo6s a confirmacdo do
aparecimento da pelicula em meio semissélido, as bactérias foram purificadas em
placas de Petri contendo meio Dyg's (RODRIGUES NETO ET AL., 1986). Apés a
obtencdo das culturas puras as bactérias foram reinoculadas em meio BMGM
semissélido para a confirmacdo da capacidade de fixacdo do nitrogénio em
condi¢cBes assimbidticas. Os frascos que continuaram a desenvolver a pelicula foram
reinoculados em placas de Petri contendo meio Dygs sélido. As bactérias puras
foram inoculadas em Dyg's liquido com glicerol (25 % v/v) (BALDANI et al., 2014) e
preservadas em freezer a -20°C e a -80°C na Cole¢do de Micro-organismos de

interesse Agricola da Embrapa Semiarido (CMISA).
3.3 Capacidade de formacao de pelicula em diferentes meios de cultura

Os isolados foram inoculados em triplicata em frascos de vidros de penicilina
contendo 7 mL dos meios: NFb (4cido malico, K,HPO,4, KOH, NaCl; CaCl,. 2H,0-pH:
6,5), LGl(sacarose, FeCl;. 6H,0; CaCl,. 2H,0; KNO3- pH: 6,0-6,2) , LGI-P (100g
sacarose; KoHPOy4; KHPO4; MgSO4. 2H50; CaCl,. 2H,0; NaMo4.2H,0; FeCls. 6H,0-
pH: 5,5-6,0) e IMV (manitol KH,PO4; MgS0,4.7H,0; NaCl; CaCl,. 2H,0- pH: 4,0-4,5)

em diferentes diluicdes: 102 a 10°. Os frascos foram incubados a 28 °C, por dez
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dias, apds esse periodo, aqueles que desenvolveram uma pelicula microaerotéxica
tipica (préxima da superficie do meio de cultura) foram separadas em sua diluicdo
menos concentrada, reinoculados no mesmo meio de cultura e incubados por dez
dias. Aqueles que desenvolveram pelicula apds esta segunda incubacédo foram
considerados positivos para determinacdo das populagbes de bactérias
diazotrdficas.

3.4. Caracterizagao fenotipica das bactérias

As bactérias crescidas em meio Dyg's por um periodo de 48 h foram
avaliadas quanto a sua cor, presenca ou ndo de muco, tamanho (< ou > 2mm),
elevacdo ou nédo, aparéncia (homogénea ou heterogénea) e transparéncia ou
opacidade das colonias.

A similaridade entre os isolados foi avaliada por meio de suas caracteristicas
fenotipicas. Os dados foram tabulados em uma matriz binaria. Os dados foram
comparados e a similaridade entre os isolados foi estimada e agrupada pelo método
das distancias médias UPGMA (Unweighted Pair Group Method) e representados
graficamente por um dendrograma construido pelo programa PaSt, (HAMMER et al.,
2001).

3.5. Caracterizacao genotipica dos isolados bacterianos

3.5.1. Extracédo de DNA

As bactérias foram cultivadas em tubos de ensaio contendo 5mL de meio
Dyg's liquido sob agitacdo constante de 120 rpm por 48 horas em um agitador
orbital. Apés o crescimento bacteriano, foi retirada uma aliquota de 1mL, colocados
em microtubos tipo eppendorf com capacidade para 1,5 mL e centrifugado a 6000 g
por 5 min. O sobrenadante foi descartado o precipitado foi lavado por duas vezes
com agua destilada autoclavada. O precipitado foi submetido a trés periodos de
choque térmico com congelamento em freezer a -20°C e agua fervente para o

rompimento da membrana e extravasamento do DNA bacteriano segundo
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metodologia de FERNANDES JUNIOR et al. (2013).

3.5.2. Amplificacdo do gene nifH

Os micro-organismos endofiticos provenientes das plantas forrageiras foram
caracterizados genotipicamente quanto a amplificacdo de um fragmento do gene
nifH que codifica uma subunidade da enzima dinitrogenase do complexo enzimatico
nitrogenase.

Para a amplificacdo, adotou-se a estratégia de amplificacdo do gene nifH por
PCR direto e pela metodologia de nested-PCR. A primeira reacdo utilizou o par de
iniciadores PolF (TGCGAYCCSAARGCBGACTC) e PolR
(ATSGCCATCATYTCRCCGGA) (POLY et al.,, 2001) para a amplificacdo de um
fragmento de aproximadamente 360 pb do gene nifH. Esse par foi escolhido por
amplificar uma regido do gene nifH altamente conservada na maioria dos
procariontes fixadores de N, além de ser um iniciador nifH universal. O segundo par
de oligonucleotideos iniciadores foi o nifHFor (ACCCGCCTGATCCTG-
CACGCCAAGG); nifHRev (ACGATGTAGATTTCCTGGGCCTTGTT), descrito por
Soares et al. (2006) para amplificar fragmentos de sequencias do gene nifH, com
cerca de 314-317 pb.

A reacdo de PCR foi realizada mediante preparo do mix de solu¢cdes para um
volume final de 10 uL, contendo tampéao de reacao 1X, MgCI2 2,5 mM, dNTP 1,2
mM, Taq DNA polimerase 1,0 U e 1,0 uM de cada iniciador PolF e PoIR para a
primeira reacdo. A segunda reacéo foi feita em 10 yL do mix de solugdes mais 0,35
ML do produto da primeira PCR como molde. Os ciclos de amplificacdo constaram
de: um ciclo de desnaturacao inicial (5 minutos a 94° C); 35 ciclos de desnaturagéo
(1 minuto a 94° C), anelamento (45 segundos a 55° C); extensao (1 minuto a 72° C);
um ciclo de extenséo final (10 minutos a 72° C); 4° C final em um termociclador Veriti
96 well (Applied Biosystems).

Os isolados que apresentaram amplificacdo positiva para este fragmento
foram selecionados para os testes posteriores. As bactérias nifH positivas seguiram
para analises bioquimicas dos mecanismos complementares de promocdo do
crescimento, como a producgdo de acido indol-acético (AIA) com e sem triptofano,

solubilizag&o de fosfatos e capacidade de fixagcdo biologica do nitrogénio (FBN).
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3.6. Sequenciamento parcial do gene 16S rRNA

Para a amplificacdo do gene rDNA 16S, a reacao foi dimensionada para 45l
contendo tampéo de reacdo 1X, MgCl2 3,0 mM, dNTP 1,0 mM, 1,0 U Tag DNA
polimerase, agua, 0,75 yM de cada primer iniciador. Os iniciadores utilizados foram o
27F (GAGTTTGATCCTGGCTCAG) e 1492R (GGTTACCTTGTTACGACTT)
(WEISBURG et al., 1991).

A amplificacdo foi realizada em termociclador Veriti 96 well (Applied
Biosystems) e consistiu em uma etapa de desnaturacgéo inicial de 94°C por 5 min 35
ciclos de 94°C por 1 min, 55°C por 1 min e 72°C por 2 min e extenséo final 72°C por
5 min. Os produtos da PCR foram avaliados por eletroforese em gel de agarose,
conforme descrito anteriormente. Os produtos de PCR foram purificados com kit de
purificacdo Wizard® SV Gel and PCR Clean-up System (Promega), para o
sequenciamento do DNA, as amostras purificadas foram enviadas para a empresa
Macrogen Inc., em Seul, Coréia do Sul, onde o sequenciamento foi realizado em
uma plataforma ABI 3037x! (Applied Biosystems)

A qualidade das sequéncias do gene 16S rRNA foi avaliada por meio do
programa SeqScanner v. 2.0 (Applied Biosystems). As sequéncias com qualidade
satisfatéria e com tamanho igual ou superior a 1000 pb foram utilizadas para a
analise comparativa com as sequéncias depositadas do GeneBank do NCBI, usando
a ferramenta Blastn (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ BLAST/) (ALTSCHUL et al., 1990).
As sequéncias disponiveis no GeneBank com alta similaridade, bem como algumas
sequéncias de estirpes tipo de espécies proximas foram baixadas para o
alinhamento e a construcdo da arvore filogenética. O alinhamento foi feito com o
algoritmo CrustalW e a arvore foi construida com o método estatistico Neighbour-
Joining utilizando o método Jukes-Cantor para calculo das distancias. As analises de
alinhamento e filogenia foram feitas com o auxilio do Programa Mega 6.0 (TAMURA
et al., 2013).

3.7 Avaliagao dos mecanismos de promogao do crescimento “in vitro”

3.7.1 Producéo de &cido indolacético in vitro (AlA)
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Para a quantificacdo do AIA produzido “in vitro” foi realizada para os 61
isolados obtidos das espécies forrageiras, além de Azospirillum brasilense (Ab-V5)
como bactéria de referéncia. As bactérias foram inoculadas em meio liquido Dyg's
com e sem suplementacdo de triptofano, a partir de um pré-indculo (bactérias
inoculadas em 5 mL de meio liquido Dyg's, e incubadas sob agitacdo constante (100
rpm) durante 3 dias). ApOs esse periodo avaliou-se a densidade otica (DO) das
culturas a 540 nm em espectrofotdmetro, ajustando-se a concentracdo das culturas
para DOs4p 0,3. Apés 0 ajuste da DO, aliquotas de 1mL foram centrifugadas durante
3 min a 6000 g, e 250 pyL do sobrenadante foram reservados. Nas aliquotas de
sobrenadente, 100 pyL de reagente de Salkowski (2% de FeCI® 0,5 M em 35% de
acido perclérico) foram adicionados a 150 pl do sobrenadante e incubados no escuro
durante 30 minutos, as amostras foram lidas em espectrofotdbmetro a 530 nm. Para
a estimativa da producao de AlA, foi utilizada uma curva padréo, previamente obtida,
com concentracdes conhecidas de AlA sintético: 0, 50, 100, 150, 200 ug.L-1.

3.8. Producdao de siderdéforos

Para avaliacdo da producédo de sideroforos “in vitro”, as bactérias foram
crescidas em meio Dyg's liquido. Os isolados foram crescidos por 48 h a 28°C sob
agitacdo constante Uma aliquota de 1,5 mL do caldo de cultivo foi centrifugado, e 1
mL do sobrenadante foi utilizado para a determinacdo da concentracdo de
sideroforos. Uma aliquota de 150 uL do sobrenadante amostrado foi colocado em
pocos de placas de microtitulagdo com 96 pocos (placas de ELISA) contendo 150uL
do CAS (6 mL de Brometo de Hexadeciltrimetilamonio-HDTMA; 1,5 mL solucao de
FeCl3.6H,0;4,3079g piperazina anidra; 6,25 M| HCI). A placa foi coberta e protegida
no escuro por 30 minutos, tempo necessario para a mudanca da coloracdo. Os
pocos que apresentaram mudanca de cor do azul para amarelo ou laranja, foram
considerados positivos para a producdo de siderdforos. Seguindo a metodologia
adaptada de SCHWYN E NEILANDS (1987).

3.9. Solubilizacéo de fosfato de calcio
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As bactérias foram avaliadas quanto a capacidade de solubilizar fosfato de
calcio em meio solido. As bactérias foram crescidas em meio liquido Dygs por 24 h,
a 28° C sob agitacado constante de 100 rpm. Aliquotas de 10 pL do caldo de cultivo
bacteriano foram colocadas em triplicatas em pontos equidistantes de placas de
Petri com meio de cultura GL contendo: glicose 10 g.L™, extrato de levedura 0,5
g.L™ e agar 15 g.L-1, antes da distribuicdo em placas, foram adicionados ao meio
100 ml.L™ de cloreto de célcio (10%) e 50 ml.L™ de fosfato de sédio bibasico (10%)
(SYLVESTER-BRADLEY et al., 1982). O crescimento das colbnias e/ou a formacgao
do halo de solubilizagéo foram realizadas cinco dias apos a inoculagdo. Para o
calculo do indice de Solubilizagéo, foi feita a razdo entre o diametro do halo e o
didmetro da colbnia correspondente e para cada placa, calculada a média das trés

réplicas que formaram uma repeticao.

3.10. Potencial de fixac&o de nitrogénio em meio semissélido

Para avaliagdo o potencial para a FBN as bactérias foram crescidas em tubos
de ensaio contendo 5 mL de meio Dyg's por 48 h. Apds o crescimento a DOggp fOi
ajustada para 0,5 em espectrofotdmetro (aproximadamente 10° UFC mL™), Uma
aliquota de 100 pL de cada caldo de cultivo com a DO ajustada para os 61 isolados
e 3 bactérias de referéncia conhecido (AbV5; BR322 e BR11417), foram inoculadas
em frascos contendo 10 mL de meio BMGM semissolido em triplicatas e incubados a
temperatura ambiente por cinco dias. ApOs o0 crescimento bacteriano com a
formacdo da pelicula caracteristica da fixacdo do N in vitro em condi¢cdes
microaerofilicas, as amostras foram homogeneizadas manualmente e foram
congeladas a - 20°C, por 24 horas. Ap6s esse processo, 0s tubos foram aquecidos
em micro-ondas por 1 minuto. Da solu¢éo resultante (meio + contetdo celular) foram
utilizados 5 mL em tubos de ensaio para digestdo pelo método semimicro Kjedahl
(TEDESCO et al., 1995).

3.11. Ensaio para a avaliacao da promoc¢éo do crescimento vegetal
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O experimento foi conduzido em bancadas a pleno sol no setor de
Metabolismo Animal da Embrapa Semiarido, em Petrolina-PE. O clima local é
classificado como semiarido quente BSwh', conforme classificacdo de Koeppen,
sendo as coordenadas geograficas 09° 09' de latitude sul e 40° 22' de longitude
oeste. Durante o periodo experimental, a média da temperatura do ar foi de 29,3°C,
com precipitagdo de apenas 1 mm no més de dezembro e com 46% de umidade
relativa do ar. Para este ensaio, utilizou se como substrato uma amostra do
horizonte superficial de um Argissolo Vermelho-Amarelo coletada no Campo
Experimental de Bebedouro, nas dependéncias da Embrapa Semiarido. Uma
amostra composta do solo utilizado no experimento foi analisado quanto as suas
caracteristicas quimicas, de acordo com Embrapa (1997), que estdo apresentadas
na Tabela 3. Como o solo ndo apresentou limitacdes, com relacéo a sua fertilidade,

para este tipo de experimento, ndo foram feitas adubacdes corretivas.

Tabela 3. Caracterizacdo quimica do solo utilizado no experimento de promocéo de
crescimento vegetal

C.E Ph M.O P K Na Ca Mg Al H+Al SB CTC V
mScm® gkg' gdm® C mol, dm™ %
2,28 6,9 10,0 51,06 0.75 0,21 39 1,60 0,00 21 6,5 8,5 75,6

C.E: Condutividade elétrica; pH: Potencial hidrogenidnico. M.O: matéria orgénica; P: fésforo; K:
potéssio; Na: sddio; Ca: célcio; Mg: magnésio; Al: aluminio; H+Al: acidez potencial; SB: saturacdo de
bases; CTC: capacidade troca de céations; V: saturacdo por bases.

Foi utilizado o sorgo forrageiro (Sorghum bicolor) BRS Ponta Negra como
planta modelo para todas as bactérias avaliadas. O experimento foi implantado
utilizando vasos de 3kg, com inicio no dia 03/10/15 e finalizado no dia 03/12/15,
seguindo o delineamento inteiramente casualizado com 63 tratamentos inoculados,
sendo 61 isolados provenientes das espécies forrageiras (buffel, sorgo, palma,
manicoba e tifton) além da inoculacdo de 2 estirpes de referéncia (AbV5 e
BR11417). Também foram testados 3 tratamentos nitrogenados (25%; 50%; e 100%
de nitrogénio na dose de 100kg N/ha, referente a necessidade da cultura) a
testemunha absoluta, sem inoculagdo e sem nitrogénio em quatro repeticoes,
totalizando 268 unidades experimentais.

Para a inoculagéo, as bactérias foram crescidas em meio Dygs liquido por 48
h. A semeadura foi feita diretamente nos vasos com cinco sementes por vaso. A

inoculacédo foi feita logo apds a semeadura com a aplicacdo de 5 mL do caldo

42



bacteriano, contendo em torno de 10° células mL™ diretamente sobre todas as
sementes que foram imediatamente cobertas com solo. O desbaste foi realizado 10
dias apds a germinacdo deixando apenas duas plantas por vaso. Nos tratamentos
nitrogenados foi aplicada uma dose de nitrato de amdnio, 7 dias apds o desbaste , e
a segunda dose 20 dias depois da primeira. As doses de nitrato de amonia foram
ajustadas para as concentracdes equivalentes as adubacdes de 25, 50 e 100 kg de
N/ha). A irrigacéo das plantas foi realizada duas vezes ao dia (manha e tarde), com
agua destilada. No primeiro més o volume de agua utilizada para irrigar as plantas
foi 200 mL/dia, e a partir dai foi 300 a 400 mL/dia. As variaveis analisadas foram:
Massa da raiz seca (MRS- g/planta), Massa da Parte Aérea seca (MPAS-g/planta)e
nitrogénio acumulado na parte area (NAPA-mg/planta).

No momento da colheita, foi efetuado um corte rente ao solo, separando-as
em parte aérea e raiz. A parte aérea foi armazenada em sacos de papel e levadas a
estufa de 65° C de ventilacdo forcada, onde permaneceu por 72 horas, até atingirem
a massa constante para a determinacdo da MPAS. As raizes foram lavadas,
armazenadas em sacos de papel e secas e pesadas como descrito anteriormente.

ApoOs pesagem as amostras da MPAS foram moidas em moinho tipo Willey,
com peneiras de diametro de 1mm, e em seguida no moinho de bola para a
determinacdo das concentracdes de nitrogénio, adotando-se 0 método semimicro
Kjedahl.

3.12. Analise dos dados

A similaridade entre os isolados através de suas caracteristicas fenotipicas,foi
avaliada por uma matriz binaria, sendo atribuido valores positivos para a presenca
da caracteristica e valor negativo para auséncia da caracteristica. Os dados foram
comparados e a similaridade entre os isolados foi estimada e agrupada pelo método
das distancias médias UPGMA (Unweighted Pair Group Method) e representados
graficamente por um dendrograma construido pelo programa PAST, versdo 2001.

Nas analises quantitativas (AIA com e sem triptofano, producéo de nitrogénio
in vitro, solubilizacdo de fosfato, sideréforos e o ensaio para promocgao do

crescimento), os dados foram submetidos a analise de variancia através do teste de
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comparacdo de meédias (Scott-Knott) com significancia de (p>0,05%) através do
Software Sisvar 5.0.
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4. Resultados e Discussao

e Quantificacdo das populagbes diazotréficas e caracterizagdo fenotipica

dos isolados

A populacdo de bactérias encontrada nas raizes das plantas forrageiras

estudadas variou de 4,83 x 10*a 109,84 x 10 células por grama de raiz (Tabela 4).

Tabela 4. Populacdo de bactérias potencialmente diazotroficas presentes nas raizes
de capim-buffel, capim-tifton, sorgo forrageiro, palma-forrageira e manigoba pela
técnica de nimero mais provavel (NMP), avaliados em meio de cultura BMGM

Espécie Repeticao NMP IC (Minimo) 1C (Maximo)
Capim-buffel AR1 4,83 x 10* 2.43 10,48
AR1 14,93 x 10* 5,56 50,58
Capim Tifton AR2 9.32 x 10 3.33 38,55
. AR1 46,20 x 10* 17,83 240,76

Sorgo Forrageiro
AR2 46,20 x 10* 17,83 240,76
4
Paima Forrageira AR1 109,84 x 10 38,22 478,76
AR2 9,32 x 10* 3,33 38,55
. AR1 109,84 x 10* 38,22 478,76
Manicoba

AR2 4,83 x 10% 2.43 10,48

IC: indice de confiahilidade. Probabilidade 95%

A densidade total de bactérias foi maior nas primeiras areas de coleta da
Manicoba e da Palma forrageira. As maiores densidades populacionais foram
encontradas nas duas espécies de plantas que sdo bem-adaptadas a regiédo
Semiarida, sendo a Manicoba um representante nativo da Caatinga. Plantas da
Caatinga tém sido utilizadas como importantes fontes de micro-organismos, seja em
estudos de diversidade ou em estudos de prospecgdo de micro-organismos com
potencial biotecnolégico. Antunes et al. (2015) quantificaram comunidades
diazotréficas endofiticas em Coroa de frade (Melocactus sp.) que é uma planta

45



nativa da Caatinga e encontraram valores que variaram de 7,48 x 10*a 109,85 x 10*
células por grama de raiz, indicando que plantas nativas possuem elevada
populacdo de bactérias potencialmente diazotréficas. Avaliando a ocorréncia de
bactérias diazotroficas nos capins buffel e andropogon, Moreira et al. (2013)
observaram as maiores densidades populacionais nas amostras superficiais das
raizes do capim-buffel (24 x 103 bactérias g™ de raiz fresca) em relacdo ao capim
Andropogon que registrou as maiores densidades (46 x 10° g * bactérias de raiz
fresca) entre as gramineas.

Também avaliando a ocorréncia de bactérias, Santos et al. (2013)
encontraram valores proximos aos encontrados neste estudo em raizes lavadas e
desinfestadas de capim-buffel (4,0- 44,0 NMP x 10° bactérias/g raiz). Entretanto, os
autores afirmaram ndo encontrar bactérias potencialmente diazotréficas durante o
periodo seco, diferente do resultado encontrado nesse trabalho.

Um fator que pode ter contribuido para este resultado seria a possivel maior
disponibilidade de agua para estas plantas (umidade nas plantas ou no solo), uma
vez que, a palma estava em constante irrigacdo e a coleta da manicoba ocorreu
apos o periodo de chuvas. De acordo com Baldani et al. (1999), a ocorréncia e
atividade dessas bactérias no solo e na planta sdo fortemente influenciadas por
fatores abidticos como a umidade do solo. Sobre isso Moreira; Siqueira (2006)
explicam que a 4gua em conjunto com a temperatura influi na atividade enzimatica,
favorecendo o metabolismo microbiano, nesse caso, determinadas caracteristicas
fisiologicas das bactérias podem ter sido ativadas com o aumento da umidade no
solo.

Os estudos de Osaki e Netto (2009), Lopes et al. (2011), indicam que além da
umidade, a quantidade e a qualidade do material organico do ambiente sédo as
principais variaveis responsaveis pela dindmica dos micro-organismos no solo.

Com relacdo as caracteristicas culturais em meio Dyg's, dentre os 61
isolados, 76,6% apresentaram tamanho menor que 2 mm. No que diz respeito
aparéncia da colénia, 93,3% foram colonias heterogéneas e 73,3% foram
translucidas (Tabela 5). As bactérias diferenciaram-se em amarelas (41,6%), cremes
(30%), brancas (25%), marrom (1,6%) e cinza (1,6%). Todos os isolados produziram
muco, entretanto, somente 61% produziram pouco muco. Apesar das plantas

forrageiras analisadas neste estudo estarem em ambientes proximos, a analise
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fenotipica indicou elevada diversidade destes micro-organismos. Neste caso, esta
diversidade pode estar relacionada as diferencas entre as espécies vegetais de
origem das bactérias, segundo Compant et al. (2010) as bactérias sao atraidas e
inibidas pelas plantas por meio de exsudatos rico em acucares que sao liberados
pelas raizes. E plantas de diferentes espécies provavelmente exsudam compostos
distintos que resultam na colonizagao por diferentes grupos bacterianos

No dendrograma de similaridade foi possivel observar a formacédo de vinte e
seis grupos fenotipicos com 100% de similaridade, demonstrando a diversidade da
colecdo (Figura 3). Pode-se observar também que todos os isolados apresentam
similaridade superior a 40%. Dentre estes grupos, 13 s&0 grupos raros, ou seja,
formados por apenas um isolado bacteriano, outro dado que reforca a grande
diversidade dos isolados da colecdo. A tabela 5 foi derivada do agrupamento do

dendrograma de similaridade, demonstrando as caracteristicas fenotipicas de cada

grupo.
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Figura 3. Dendrograma de similaridade baseado nas caracteristicas fenotipicas de
61 isolados de bactérias diazotréficas oriundas de raizes de capim-buffel, capim
tifton, sorgo forrageiro, palma forrageira e manigoba.
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Tabela 5. Caracterizacdo fenotipica de vinte e seis grupos fenotipicos obtidos por
meio do agrupamento das bactérias diazotroficas isoladas de raizes de Capim-buffel,
Capim tifton, Sorgo forrageiro, Palma-forrageira e Manicoba (método de
agrupamento UPGMA e Coeficiente de similaridade de Bray- Curtis).

Grupos (n° de TC AC TC2 CcC QM
isolados)

Grupo 1 (3) <2 He Tr Br MM
Grupo 2 (1) <2 He Tr Am MM
Grupo 3 (3) >2 He Tr Cr SM
Grupo 4 (8) >2 He Tr Br SM
Grupo 5 (3) >2 He Tr Am MM
Grupo 6 (3) <2 He Tr Br PM
Grupo 7 (1) <2 He Tr Am PM
Grupo 8 (1) <2 He Tr Am PM
Grupo 9 (2) >2 Ho Tr Cr PM
Grupo 10 (2) >2 He Op Ma MM
Grupo 11 (8) >2 He Tr Am MM
Grupo 12 (1) >2 He Op Am MM
Grupo 13 (4) >2 He Tr Cr PM
Grupo 14 (1) >2 He Op Br PM
Grupo 15 (1) >2 Ho Tr Am PM
Grupo 16 (5) <2 Ho Tr Br PM
Grupo 17 (3) <2 He Tr Br PM
Grupo 18 (1) <2 He Op Br PM
Grupo 19 (1) >2 He Tr Am MM
Grupo 20 (1) >2 He Op Am PM
Grupo 21 (1) <2 He Op Cr MM
Grupo 22 (2) >2 He Op Cr MM
Grupo 23 (1) >2 He Tr Cr PM
Grupo 24 (1) >2 He Tr Ci MM
Grupo 25 (1) >2 He Tr Am PM
Grupo 26 (2) <2 He Tr Am MM

'Grupo fenotipico dos isolados “TC1 — tamanho da colénia (> 2 mm a <2 mm);AP- aparéncia da
colénia (Ho: homogénea, He: heterogénea); TC2- transparéncia da colbnia (Op: opaca, Tr:
translucida) CC - cor da colénia (Am: amarela, Br: branca, Cr. creme, Ma: marrom) QM -
quantidade de muco (MM: muito, PM: pouco, (-): Auséncia de muco).

SM: Sem muco

Todos os 61 isolados formaram pelicula em meio BMGM. Em meio NFb, JMV,

LGI, LGI-P (80,3; 49,1; 54 e 44,2%) formaram pelicula, respectivamente (Tabela 6),

sugerindo potencial para fixagdo de nitrogénio em diferentes condi¢cdes de
disponibilidade de carbono, pHs e potenciais osmoticos.

A nitrogenase, a enzima presente em organismos diazotroficos € altamente

sensivel ao oxigénio e necessita de condicdes anaerdbias para sobreviver. Apesar
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disso, as bactérias diazotréficas precisam regular o suprimento de oxigénio para seu
proprio beneficio e ao mesmo tempo proteger a nitrogenase contra seu efeito
deletério. Dessa forma, esses micro-organismos desenvolveram estratégias para
limitar 0 acesso do oxigénio a essa enzima, como por exemplo a formacdo e uma
pelicula microaerotaxica. Dessa forma, bactérias que produzem essa pelicula podem
ser consideras positivas para a presenca da nitrogenase.

Dentre os 61 isolados, 15 foram capazes de formar pelicula em todos os
meios testados indicando uma grande versatilidade metabdlica.

Observou-se  predominancia de bactérias (80,3%) que utilizam
preferencialmente o malato, fonte de carbono do meio NFb . Notou-se também,
elevado numero de bactérias que utilizaram indistintamente malato e sacarose do
meio LGI (54%), pois cresceram em NFb e LGI, indicando versatilidade metabdlica
destes isolados.

Além disso, os micro-organismos isolados a partir do capim tifton se
destacaram pela alta percentagem de formacéo de pelicula, em que de 80 a 100%
dos isolados formaram pelicula nos diferentes meios(NFb, JMV, LGI, e LGI-P), o
que reforca a versatilidade metabdlica e plasticidade dos isolados com potencial
para fixacdo de N em diferentes condicbes. A amostra 1 (Tabela 2), refere-se a
isolados do capim tifton que foram obtidos em area com elevada condutividade
elétrica (4,68 mS cm™) em decorréncia do ponto de coleta do capim estar préxima
ao tanque de criacdo de peixes, que por sua vez é abastecido com efluente da
dessalinizacdo, o que confere a essa area um ambiente estressante para seus
habitantes (espécies vegetais e micro-organismos), colaborando para a sele¢cédo de
populacdes adaptadas. Desta forma, a elevada condutividade elétrica gera grande
estresse osmotico e ibnico se igualando ao meio LGI-P que é saturado com 100

gramas de sacarose por litro de meio.

Tabela 6. Capacidade de formacdo de pelicula em diferentes meios de cultura
semissolido de bactérias presentes nas raizes de capim-buffel (B), capim tifton (T),
sorgo forrageiro (S), palma-forrageira (P) e manicoba (M).

Isolado NFb JMV LGI LGI-P
B13 - - - -
B17 + - - -
B16 - - + -
B10 + + + +
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P47 + - + -
P29 + - - -
P20 + + + +
P48 + - - +
P23 + + + +
P12 + + - -
P33 + + + -

e Caracterizagcdo molecular dos isolados

A banda correspondente a um fragmento do gene nifH com cerca de 360 pb
foi observado em 42 isolados na primeira reacao utilizando os pares de iniciadores
PolF e PolR. Entretanto, adotando-se a estratégia do nested-PCR com o0s
iniciadores nifHfor e nifHrev, foi possivel observar a banda caracteristica em torno
de 320 pb (Figura 4).

O nifH € um gene de grande importancia pois a enzima responsavel pela
fixacdo de nitrogénio, a nitrogenase, tem sua subunidade codificada por ele, dessa
forma, o nifH serve como marcador molecular ideal para esses micro-organismos
(DESLIPPE E EGGER, 2006), uma vez que a presenca de um fragmento

correspondente a este gene o caracteriza como um organismo diazotrofico.

M B22B13B16B17 B11 B4A B12 22B13B16B17 B11 B4A B12

POL

Figura 4. Amplificacdo do gene nifH com os iniciadores PolF e PolR na primeira
reacdo e nifHF e nifHR (nested) de isolados de bactérias endofiticas de capim-buffel.

M=marcador de peso molecular 1kb DNA Ladder (Invitrogen).
Todos os 61 isolados foram positivos para o gene nifH, 42 isolados positivos

na primeira reacdo (POL) e os 61 isolados apresentaram nif positivo na segunda
52



reacao (nested-PCR) (Tabela 7).

Os primers (nifHFor; nifHRev) para serem utilizados na reacdo de nested
PCR, foram projetados por Soares et al. (2006) com o objetivo de combinar varias
sequencias nifH de bactérias encontradas no banco de dados GenBank, como:
Azospirillum, Herbaspirillum, Azoarcuss, e Azobacter. Esses primers também foram
descritos no estudo de (FERNANDES JUNIOR et al., 2015).

Neste estudo, as duas técnicas (PCR direto e nested-PCR), serviram de
complementacao, visto que ao realizar somente a primeira reacdo o risco de se
perder muitos isolados (por ndo terem amplificado) era grande, por isso a técnica de
nested-PCR € de grande importancia para nao sub ou superestimar os isolados.

Tabela 7. Isolados positivos e negativos para presenca do gene nifH nas duas

reagOes de PCR — Pol e Nested

Isolados Pol Nested
B13 - +
B17 -
B16 +
B10 -
B12 -
B11 +
B14A -
B22 -
B14B -
B27 -
S14 +
S31 -
S29
S26 -
S13
S9
S10
S23 -
S22 -
S19 +
S8 -
S3 -
S4
S32
T2
T4
T6
T7
T8

+

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

+ + 4+ +
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M26
M11
M19
M18
M15
M5

M3

M10
M7

M9

M6

M20
M13
M12
M2

M22
M27
M14
M21
M23
P32
P38
P37
P14
P46
P47
P29
P20
P48
P23
P12
P33

+ + + + +

+ + 4+ +++++ A+

+++++++++++ A+ A A+ A+ o+

+ + 4+ + 4+ + 4+ +

De acordo com Zehr et al. (1996), a amplificacdo do gene nifH € uma
ferramenta util para confirmar o potencial de fixacdo de N.

Com relacdo ao sequenciamento parcial do gene 16S rRNA, a anadlise da
qualidade das sequéncias por meio do programa SeqScanner v. 2.0, permitiu a
selecdo de 33 sequéncias de boa qualidade que foram utilizadas para a construcao
da arvore filogenética.

O gene 16S é um gene universal e que apresenta caracteristicas
conservativas, dessa forma contribui como indicador de como 0s micro-organismos
estdo relacionados durante sua evolugcdo ao longo de milhares de anos. Assim, a

similaridade entre sequéncias indica uma origem comum de genes que se

54



correspondem, o0 que possibilita o uso dessas sequéncias na identificacao
bacteriana.

De acordo com o a comparacdo das 33 sequéncias satisfatorias com aquelas
disponiveis no GeneBank, pode-se observar alta variabilidade genética entre as
bactérias isoladas das diferentes plantas forrageiras, uma vez que as bactérias
foram classificadas em 9 géneros ( Figura 5).

Algumas das bactérias diazotroficas endofiticas mais comumente associadas
a nao leguminosas, Herbaspirillum sp. e Azospirillum sp.ndo foram encontrados no
presente estudo. Nos estudos realizados com essas espeécies, normalmente €&
utilizado meio NFb e JNFb para o isolamento, ao contrario do meio BMGM que foi
utilizado. Essa pode ser a razdo do ndo aparecimento dos organismos diazotréficos
descritos acima. Esses resultados corroboram com Magnani (2005), que também
nNao encontrou esses micro-organismos em cana de acucar. Em um estudo para
avaliar a diversidade de bactérias diazotréficas em Tripogon spicatus, uma espécie
de graminea nativa da Caatinga utilizando o meio BMGM semissolido, Fernandes-
Janior et al. (2015) também néo obtiveram bactérias dos géneros supracitados, e
sim, predominaram Bacillus e Enterobacter, bactérias também obtidas neste estudo.

Vale ressaltar que o meio BMGM € um meio néo seletivo com trés fontes de
C, que permite a obtencédo de uma gama maior de isolados bacterianos comparados
com o0s meios semiseletivos NFb e JNFb, que apresentam a sua composi¢ao
guimica formulada para as caracteristicas fisioldgicas de bactérias dos géneros
Herbaspiriullum e Azospirillum, por exemplo. Assim, em estudos com o objetivo de
se obter uma maior gama de micro-organismos, pertencentes a diferentes géneros,
0 meio BMGM ¢ indicado em detrimento aos meios semisseletivos citados.

Com relacédo a biodiversidade, os 33 isolados bacterianos foram classificados
como pertencentes aos géneros Rhizobium (6 isolados), Bulkhoderia (2 isolados),
Pseudomonas (3 isolados), Stenotrophomonas (3 isolados), Enterobacter (3
isolados), Agrobacterium (1 isolado), Celulomonas (2 isolados), Paenebacillus (4
isolados) e Bacillus (9 isolados). Avaliando as espécies forrageiras estudadas, o
género Rhizobium foi encontrado apenas na manigoba, e o género Bacillus foi

encontrado nas 3 espécies vegetais: Buffel, palma e manigoba.
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Figura 5. Arvore filogenética com base nas sequéncias parciais do gene 16S rRNA
de 33 isolados bacterianos endofiticos de plantas forrageiras e "type strains" de
referéncia. O método de agrupamento utilizado foi o Neighbour-Joining com o
algoritimo Jukes-Cantor. Os nimeros nos nés da arvore representam o Bootstrap
(1000 réplicas), sendo apresentados apenas os valores de bootstrap superiores a

Dentre as bactérias identificadas, a maior ocorréncia de foi do género

Bacillus. Isso pode ser explicado pelo fato de que esse género ser um dos mais

abundantes na rizosfera e ser capaz de formar estruturas de resisténcia, como 0s
endodsporos (FREITAS et al.,1997) podendo permanecer por anos mesmo em
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ambientes adversos, como 0s ambientes aridos e semiaridos.

Além da abundancia e capacidade de formar estruturas de resisténcia,
diversos Bacillus podem colonizar eficazmente as raizes de espécies vegetais e
estabelecer associacdes endofiticas benéficas (AMBROSINI et al., 2016).

O segundo maior género encontrado foi o género Rhizobium, sendo todas
encontradas na manicoba. Isso pode estar atribuido a presenca de leguminosas
proximas a area de coleta, podendo ter ocorrido uma migracdo desses rizobios as
raizes da manicoba. Na natureza isso pode ser considerado comum, entretanto nao
é comum a abundancia de rizobios encontrados em raizes de ndo leguminosas.
Dessa forma, essas bactérias ao colonizarem naturalmente a manicoba, que € uma
planta nativa da caatinga, possa contribuir com diferentes mecanismos de promocao
de crescimento.

Ao Demonstrarem a resisténcia dos Bacillus em condi¢cdes de extrema aridez,
Paulino-Lima et al. (2013) isolaram bactérias de cinco locais diferentes no deserto do
Atacama (Chile) e encontraram Bacillus cereus e Bacillus thuringiensis e também
Pseudomonas stutzeri. Estas caracteristicas podem auxiliar na manutencédo destas
bactérias nos solos do Semiarido, mesmo em uma época de longa estiagem, como a
que estad ocorrendo ao longo dos ultimos anos. Em estudos avaliando a diversidade
de bactérias promotoras de crescimento endofiticas ou rizosféricas em espécies
nativas da Caatinga, bactérias do género Bacillus sdo comumente isoladas
(Kavamura et al., 2013; Fernandes-Junior et al., 2015), o que endossa a hipotese da
persisténcia destes isolados nos solos da regiéo.

Matiru e Dakora (2004) ao encontrarem elevada diversidade de rizGbios em
raizes de sorgo, sugerem que a infeccdo de nao leguminosas por rizobios é
provavelmente mais ocorrente na natureza do que se imagina. Segundo Yanni et
al.(1997), a penetracdo dessas bactérias nas raizes ocorre por meio de rupturas
na epiderme e das fissuras criadas durante a emergéncia de raizes laterais

A capacidade de Rhizobium em promover o crescimento de cereais tais como
o milho, cevada e arroz ja € bem conhecida (PEIX et al., 2001; YANNI et al., 2001;
MISHRA et al., 2006). Para Saharan e Nehra (2011), quando colonizam as raizes de
plantas ndo leguminosas os rizobios podem se comportar como promotores de
crescimento vegetal. Em arroz, Rhizobium leguminosarum migraram e colonizaram

raizes laterais. Em plantas de milho, inoculados com Azorhizobium caulinodans
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apresentaram maior teor de NPK nos graos (PRAYITNO et al., 1999; SAIKIA et al.,
2003).

Em um sistema de consorcio de milho (Zea mays) com feijoeiro-comum
(Phaseolus vulgaris) no México, isolados de Rhizobium etli, uma espécie de rizébio
comumente associado ao Phaseolus na América Central foi isolado como endofitico
do milho (Gutierréz-Zamora e Martinez-Romero, 2001), mostrando que o0s
simbiontes de leguminosas podem infectar ndo leguminosas proximas.

Dos 33 isolados, 3 deles foram considerados do género Pseudomonas, esse
género Pseudomonas sdo um grupo de bactérias muito versateis, encontrados de
forma abundante na natureza, e bem adaptadas a numerosos nichos ecoldgicos
devido a sua simples exigéncia nutricional (PAULSEN et al.2005). Varias espécies
vegetais j4 foram descritas por terem sido colonizadas por Pseudomonas spp.,
cenoura (Surette et al. (2003), café (Vega et al. 2005), canola (Misko e Germida,
2002), algoddo (MCINROY E KLOEPPER, 1995).

Na literatura esse género vem sendo bastante descrito (Barea et ai, 2005;.
Fox et al, 2011), descrevendo o potencial desses micro-organismos na promoc¢ao do
crescimento das plantas (Glick 1995; Basan e Holguin 1998), além de protecéo
contra micro-organismos fitopatégenos (Gerhardson, 2002). Para Ahmad Gholam
(2010) a promocédo do crescimento e controle de doencas por Pseudomonas sao
processos complexos inter-relacionados que envolvem mecanismos diretos e
indiretos que incluem sinteses de alguns metabdlitos (auxina, citocinina e
giberelinas), e a producéo de antibidticos.

No que diz respeito a promocdo do crescimento, essas bactérias ao
habitarem a rizosfera oferece nutrientes, microelementos além de horménios para a
planta, portanto exercem seus efeitos positivos de forma nédo ativa, colonizando a
superficie de tecidos das plantas e também podendo se estabelecer dentro dos
tecidos vegetais como endéfitos (ROSENBLUETH E MARTINEZ-ROMERO, 2006).

Vérios estudos demonstraram que 0 género Stenotrophomonas apresenta
grande versatilidade metabdlica, além disso, sdo bactérias altamente adaptaveis a
ambientes hostis e com limitacdes de nutrientes, o que as tornam importantes paras
condi¢cbes do Semiarido.

Os membros desse género apresenta um importante papel ecolégico no ciclo

do nitrogénio e sdo capazes de promover interagdes benéficas com plantas. Esse
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género € comumente encontrado em associagcdo com diversas espécies vegetais,
tais como: pepino (Mahaffee e Kloepper, 1997); batata (Berg, 2002); girassol
(Schwieger e Tebbe, 2000); milho (Chelius e Triplett, 2000) e arroz (MEHNAZ, 2001).

Por meio de suas observacfes, Suckstorff e Berg (2003) afirmaram que
Stenotrophomonas, pode promover a produtividade da planta por meio de diferentes
mecanismos, devido a producdo de &cido indol-3-acético, hormdnio que influéncia
no crescimento de plantas, e fixacao de nitrogénio (LIBA et al., 2006).

Dessa forma, Stenotrophomonas sao candidatos promissores para aplicagdes
biotecnologicas na agricultura, pois sua inoculagdo poderia influenciar o
desenvolvimento vegetal, resultando no reforco do crescimento. Por exemplo,
promocao de crescimento teve acréscimos de até 180% para o trigo, tomate, alface
e cenoura em solos altamente salinizados do Uzbequistdo (BERG et al., 2010).

As plantas sao conhecidass por exsudar uma vasta gama de substancias
(VANCURA E HANZLIKOVA, 1972). A capacidade de Enterobacter em utilizar uma
grande variedade de acucares, pode contribuir para o sucesso da adaptacao desta
espécie em raizes de diferentes plantas. Esse género € comumente descrito em
milho, arroz, algod&o, pepino, feijao, batata-doce e sisal (MCLNROY E KLOEPPER,
1995; MORALES-GARCIA et al., 2011).

Nesse caso, a falta de especificidade do hospedeiro € um bom atributo,
podendo assim ser utilizada para o cultivo de uma ampla gama de culturas. Esse
género também € conhecido por ser promotor de crescimento, principalmente pela
producdo de niveis elevados de hormdnio de crescimento vegetal (auxina), a
importancia do AlA é notavel, pois a biossintese da auxina participa diretamente de
muitos processos do desenvolvimento nas plantas, incluindo a embriogénese,
crescimento de plantulas e desenvolvimento da flor (ZHAO, 2010). Comprovando a
existéncia desse género em gramineas, Szilagyi-Zecchin et al. (2014), encontraram
seis bactérias endofiticas de raizes de milho, e as identificaram como Bacillus sp. e
como Enterobacter sp, por sequenciamento do gene de rRNA 16S. Ao avaliarem
bactérias endofiticas isoladas de cana de acgucar, Magnani (2005), também
encontrou basicamente bactérias do género Enterobacter e Pseudomonas.

Nos ultimos anos, tem havido um interesse consideravel na utilizacdo de
bactérias do género Burkholderia na promocéo de crescimento, porque varios destes

mecanismos foram detectados para este género. Esses micro-organismos sao
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descritos como tendo a capacidade para fixar N, (Elliot et al., 2007; Elliot et al.,
2007), solubilizar fosfatos (Caballero-Mellado et al., 2007; PEIX et al., 2001), e
varias estirpes tém sido utilizados como agentes de biocontrole devido a sua
capacidade em inibir muitos fungos que causam doencas das plantas (Li et al., 2009;
PEIX et al., 2001). Estirpes deste género também s&o capazes de produzir
fitormdnios e sideréforos (COMPANT et a., 2008).

Bem como os demais géneros, Agrobacterium € comumente descrito na
literatura como um promotor de crescimento, tais como: capacidade para produzir
hormdnios vegetais, como auxinas (Egamberdiyeva, 2005), citocininas (Garcia de
Salamone et al., 2001), e giberelinas (Gutiérrez Mafiero et al., 2001); b) fixacao de
nitrogénio (Canbolat et al., 2006); c) solubilizacdo de fosfato inorganico (Jeon et al.,
2003)

Espécies de Paenibacillus tém sido isolados de uma grande varidade de
fontes incluindo, solo, agua, rizosfera de plantas, raizes de arvores, materiais
vegetais, alimentos, forragem (DAANE et al., 2002). Esses micro-organismos sao
capazes de sintetizar hormoénios vegetais como a auxina e citocinina, além de
solubilizar o fésforo do solo (RAZA et al., 2008). Além disso, essas bactérias podem
contribuir no controle de patégenos do solo, tais como fungos e nematoides
(TIMMUSK et al., 2009).

Um género inesperado encontrado nesse estudo foi o Cellulomonas,
pertencente ao isolado do capim-buffel (B14A). Esse género é pouco descrito em
trabalhos sobre promogéo de crescimento, entretanto, Zinniel et al. (2002) isolando
bactérias endofiticas do trigo, encontrou esse género entre os demais que

colonizavam essa espécie vegetal.

e Mecanismos de promo¢ao do crescimento vegetal “in vitro”

Todos os isolados foram capazes de produzir AIA em ao menos uma das duas
condicdes testadas, ou seja, na presenca ou auséncia de L-triptofano como
suplementacdo do meio de cultura (Tabela 8). Os valores de AIA com triptofano
variaram de 20,50 ug mL™ no isolado M23 (Bacillus sp.) & 242,99 ug mL™ no isolado

B13 (Bacillus sp.). Comparando entre bactérias, os isolados mais promissores para a
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producdo de AIA com triptofano foram, B13 (Bacillus sp.), P32 (Bacillus sp.), B17
(Bacillus sp.), B10 (Agrobacterium sp.), B11 (Neorhizobium sp.) e o isolado S14, se
comparados com o controle, a estirpe Ab-V5 de Azospirillum brasilense que produziu
40,93 pg mL™. Lidstrom (2006) observou que Bacillus sp. possui propriedades
especializadas onde permite seu crescimento em numerosos géneros e espécies

vegetais.

Tabela 8. Caracterizacdo bioquimica (Acido indol acético com triptofano —AIA C/T e
sem triptofano AIA S/T; Nitrogénio Total- N; e Solubilizacdo de fosfatos) de bactérias
diazotroficas isoladas de raizes de capim-buffel, capim tifton, sorgo forrageiro,
palma-forrageira e manicoba.

Isolados AIAC/T AIA S/T N (g/mL) indice
(ug mL™ (ug mL™ de solubilizacdo

Capim-buffel

B13 242,99 A 82,92 Bb 53,0 Ad NS
B17 105,81 % 80,79 8P 90,0 A° NS
B16 101,942 84,288 70,0 @° NS
B10 96,128 77,88°5° 83,0 /¢ NS
B12 92,2328 74,775 63,0 °P NS
B11l 92,042 97,08 83,0 *¢ NS
B14A 91,8528 77,108 40,0 *E NS
B22 88,36 %8 77,69 8° 60,0 PP NS
B14B 83,89 %8 74,198 43,0°P NS
B27 81,952 91,46"° 63,0 ¢ NS
Sorgo-forrageiro

S14 180,51 109,70 70,0 @ 1,1118
S31 92,438 78,85 50,0 P NS
S29 90,88 8 66,05 "8 83,0 & NS
S26 90,49 28 85,64 "8 66,0 2P NS
S13 86,8028 113,97 63,0 @° NS
S9 84,67 % 70,708 63,0 3P NS
S10 79,82 %8 74,008 70,0 @ NS
S23 78,66 28 85,06 *® 76,0 3P NS
S22 77,108 79,048 106,0 NS
S19 32,85¢ 29,47 P 66,0 P NS
S8 31,67 ¢ 24,49 P 50,0 @° NS
S3 30,37 29,99 P 80,0 P NS
S4 30,37 29,99 P 70,0 @ NS
S32 30,34 ¢ 27,04 P 70,0 3 NS
Capim-tifton
T4 91,27 % 86,41 66,023 NS
T2 91,27 %8 76,52 %8 13,0 NS
T6 90,49 28 115,13 16,0 °F NS
T7 81,9528 70,7028 06,0°F NS
T8 76,7128 75,258 26,0 °F NS
Manigoba
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M26 86,032 39,17°¢ 03,0°F NS

M11 83,31 47,523 50,0 PP NS
M19 79,6328 49,643 86,04 0,2202
M18 75,7428 39,38°¢ 70,02 NS
M15 74,978 45,723 00,0 °F 0,290%
M5 73,038 52,60 %€ 53,0 P NS
M3 68,57 °8 44,773 00,0 NS
M10 65,85 8 54,313 66,0 °° NS
M7 64,85 "8 48,373 86,0 & NS
M9 41,28 30,79 %P 13,0 ¢F 0,290°
M6 38,57 ¢ 25,76 9° 20,0 9F NS
M20 35,88 ¢ 19,20 P 53,0°° NS
M13 31,48 33,91 10,0 ¢F NS
M12 30,42 % 26,60 9P 73,0%° NS
M2 29,78 % 28,30 9P 46,0 P -NS
M22 29,36 ¢ 25,76 9P 33.0 % 0,570%
M27 27,139 22,269 0,07F NS
M14 26,48 ¢ 38,48 ¢ 06,0 °F NS
M21 23,24 9 33,65 00,0 NS
M23 20,50 ¢ 31,83°P 63,0 B NS
Palma- forrageira

P32 132,79 % 61,27 16,0 °F 0,180%
P38 80,818 44,145¢ 50,0 9P NS
P37 79,048 48,90 B¢ 96,0 P 0,290°
P14 77,048 44,67 40,0 °E 0,180%
P46 77,308 40,86 B¢ 66,0 9P NS
P47 76,718 41,1858 70,09 NS
P29 76,52 P8 45,30 36,0 *® NS
P20 74,778 43,50 B¢ 330,0 NS
P48 74,008 44,248 63,0%° NS
P23 71,28 "8 45,51 °¢ 80,09 NS
P12 69,15 ® 42 45 °© 36,0 °F NS
P33 61,00 %® 26,29 9P 93,0 NS
Estirpes de referéncia

AbV5 40,93° 10,93° 66,0°

BR322 ND ND 0,0'

BR11417 ND ND 53,0°

AIA C/T: Acido indol acético com triptofano; AIA S/T: Acido indol acético sem triptofano. Letras
minUsculas compara entre todos os isolados. Letras mailsculas comparam entre bactérias de um
mesmo hospedeiro - Letras iguais ndo diferem pelo teste de Scott-Knott a 5% (p<0,05)

NS: Nao solubilizou.

ND: N&o determinado.

As concentragfes de AIA no meio de cultura onde as bactérias do presente
estudo foram sdo superiores aos valores comumente descritos na literatura. De
acordo com Reis Junior et al. (2004), bactérias isoladas de Brachiaria spp.
produziram quantidades de compostos relacionados com AlA variando entre 0,61 e

19,27 pg mL™. Kuss et al. (2007), isolaram bactérias de arroz, encontraram valores
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que variavam de 2,79 a 13,47 pg mL™ de AIA. Corroborando com os dados
encontrados no presente estudo, Silva et al. (2013) avaliaram bactérias isoladas de
Brachiaria, observaram elevada producéo de AIA com triptofano que variava de 0,39
a 195 pg mL™. Sendo os maiores valores encontrados para Sphingomonas sp.,
Pseudomonas sp., Azospirillum sp. e Rhodospirillaceae (195,40; 169,32; 167,19; e
145, 18 ug mL™* respectivamente).

A elevada producdo de AIA também foi observada por Fernandes Junior et
al.(2015), ao isolar bactérias do Tripogon spicatus, o isolado ESA 0015 produziu 82
ug mL™, superior a estirpe de referéncia (BR11417).

De acordo com Spaepen et al. (2007), a biossintese de auxinas por bactérias
ocorre em diferentes rotas metabdlicas, sendo o triptofano o principal precursor para
sintese de AIA. Todos os isolados sintetizaram AlA tanto pela via dependente quanto
por via independente de L-triptofano. Sendo que, grande parte apresentavam
maiores valores quando na presenca do aminoacido. Esses resultados corroboram
com Silva et al. (2013), ao isolar bactérias da rizosfera de Brachiaria brizantha
observaram maiores produgdes de AlA na presencga do triptofano.

As maiores producdes de AlA sem triptofano foram registradas nos isolados
B11 (Neorhizobium sp.) 97,08 pg mL™, S13 e S14 (113,97 e 109, 70 pg mL™,
respectivamente) e T6 (115,13 ug mL™). Costa et al. (2013) avaliando a capacidade
de producdo de AIA por rizobios de feijdo-caupi, observaram que a maioria dos
isolados testados apresentavam producdo de AIA superior no meio de cultura
suplementado com o L-triptofano, entretanto havia isolados que produziram mais AlA
em meio de cultura sem L-triptofano. Da mesma forma, os resultados deste estudo
demonstraram que dos 61 isolados avaliados 11 apresentaram maiores valores
absolutos para a producéo de AIA no meio sem L-triptofano, indicando mais de uma
via metabdlica esta envolvida na producao de AlA por estes isolados.

No que diz respeito a comparacao entre espécies vegetais, 0s isolados mais
promissores na sintese de AIA com triptofano foram os isolados do capim buffel, com
producdo de 81,95 & 242,99 ug mL™. A segunda espécie com maior producéo foi o
Sorgo forrageiro, com o isolado S14, produzindo 180,51 pg mL™>. Em seguida, o
isolado de Palma forrageira, P32 (Bacillus sp.) produziu 132,79 pg mL™. A Manicoba
apresentou as menores produ¢cées com ou sem a presenca do triptofano, com

médias variando de 20,50 até 86,03 pg mL™ com triptofano e sem triptofano, 19,20 a
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54,31 pg mL™. O que indica que esta caracteristica esta intrinsecamente ligada a
espécie vegetal hospedeira.

Diversos micro-organismos tais como Agrobacterium sp., Azospirillum sp.,
Bacillus sp., Burkholderia sp.p, e Pseudomonas sp. podem promover o crescimento
vegetal aumentando o comprimento das raizes e o numero de pelos radiculares por
meio da sintese de AIA. Mas a producéo de AIA microbiano pode modificar a auxina
endogena para nivel 6timo ou acima do 6timo, resultando na inducéo ou inibicdo do
crescimento da planta (PATTEN E GLICK, 1996). A resposta da auxina depende do
estagio de desenvolvimento da raiz da planta, o qual influi na composicdo e
quantidade dos exsudatos liberados pela raiz (PILET et al., 1979). Desta forma,
esses resultados mostram o nicho explorado como um ambiente seletivo para as
bactérias produtoras de AlA.

Avaliando a capacidade da incorporacdo de N no meio de cultura via FBN,
predominaram o0s géneros Bacillus e Rhizobium, como maiores fixadores de N
(Tabela 8). Destes, o isolado mais promissor foi o P20, isolado da Palma forrageira,
com producdo de 330 pug N mL. Comparando entre espécies vegetais, o maior
namero de isolados e com maior producdo de N, foram os isolados de capim buffel,
com producdo média de 53; 90; 70 e 83 ug mL para os isolados B13 (Bacillus sp.);
B17 (Bacillus sp.); B16 e B10 (Agrobacterium sp.), respectivamente. Os isolados da
Mani¢oba, M19; M18 (Rhizobium sp.) e M12 (Rhizobium sp.), produziram, 86; 70 e
73 pug mL.

Comprovando o potencial de Bacillus sp. sobre o crescimento vegetal, Rana
et al. (2012) avaliaram o consorcio bacteriano de Bacillus sp. com o trigo, sobre a
fixacdo de N, e observaram um aprimoramento de 14-34% nos parametros
biométricos da planta e 28-60% no teor de micronutrientes em relacdo ao controle.
Também avaliando o efeito da fixacdo de nitrogénio, Mia et al. (2010) inocularam
Bacillus sphaericus em plantas de banana e observaram efeito sobre a fixacdo de N,
demonstrando que a inoculacdo de bactérias aumentou o grupo com rendimento de
até 51% em relacdo ao grupo controle. Em plantas de arroz, Barua et al. (2012)
avaliaram o efeito da inoculacdo de Agrobacterium sp e Bacillus em arroz e
observou que o isolado Can6 (Bacillus sp.) aumentou a producéo e absorcdo de N
em 7,16, e 3542% de arroz, respectivamente, em comparacdo ao controle.

Ambrosini et al. (2016) também selecionaram Bacillus sp. para a promocédo do
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crescimento de girassol e dentre os isolados testados uma estirpe de Bacillus
mucoides se destacou por promover tanto o crescimento radicular com da parte
aérea por mecanismos como a FBN.

Ambrosini et al. (2016) também selecionaram Bacillus sp. para a promocéo do
crescimento de girassol e dentre os isolados testados uma estirpe de Bacillus
mucoides se destacou por promover tanto o crescimento radicular com da parte
aérea por mecanismos como a FBN.

Juntamente com os horménios, o N € um importante modulador da arquitetura
das raizes. Assim, o N poderia participar e, possivelmente, integrar diferentes etapas
envolvidas na criacdo de uma associacao benéfica e bem-sucedida desempenhando
um papel fundamental na determinacdo da eficiéncia da interacdo planta-bactéria
(CARVALHO et al. 2014). Além disso, a producdo de fitohormdnios tem grande
influéncia sobre a fixagdo de N. Para Carvalho et al. (2014) a regulagcdo hormonal
aumenta o crescimento da raiz e parte area de superficie, proporcionando mais
sitios para a bactéria para invadir, colonizar, e fixar N, e mais area para absorcédo de
N, que resulta em um aumento nos niveis enddégenos de N. Dessa forma, o
equilibrio perfeito em todos estes mecanismos € importante para o estabelecimento
de uma associacao benéfica e bem-sucedida, com efeitos positivos no crescimento
das plantas.

Existem evidéncias de que o teor de N no solo pode regular colonizacao
bacteriana. Oliveira et al. (2003) observaram que o0 numero de bactérias endofiticas
isoladas de tecidos de cana diminuiu em plantas que foram adubadas com altas
doses de N, em comparacdo com plantas que receberam pequenas doses de
fertilizante nitrogenado. Além disso, parece que diferente espécies bacterianas
respondem de formas diferentes ao nitrogénio, Berger et al. (2013) observaram que
as bactérias diazotréficas endofiticas do género Enterobacter melhor colonizam
tomateiros mesmo com altas concentragdes de nitrogénio.

Acredita-se que diazotroficos sdo capazes de transferir e fixar N para a
planta, levando em consideragdo o estado de N enddgeno em células de plantas.
Em paralelo, este processo é autorregulado por um feedback, sendo regulada
negativamente por altos niveis de amonio, o que pode ser fornecido tanto pelo FBN

como pela assimilagdo de compostos nitrogenados do solo (CARVALHO et al. 2014).
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e Producao de Sideroforos

O cultivo em meio Dyg's permitiu observar, por meio da mudanca de
coloracdo do azul para o amarelo alaranjado que 3 dos 61 isolados foram
considerados positivos para a producdo de sideroforos (Figura 6). A avaliacao
qualitativa da producéo de sideroforos depende de uma reacdo de mobilizacdo de
ferro provocada por uma variagéo do pH, promovendo assim a alteragao da cor azul
para o amarelo ou laranja. A pouca quantidade de isolados que apresentaram
producdo pode ser corroborada com o estudo de Haiyambo et al. (2015), isolando
bactérias do sorgo observou que apenas 4 dos seus 21 isolados LCS 11/02, LCM1-
14, WSS2-47 e LSM1-65, foram capazes de produzir sideroforos.

Além disso, por meio de sua ligacdo com metais, os sideréforos podem
reduzir a formacdo de radicais livres na regido da rizosfera, protegendo a
degradacdo oxidativa de auxinas, permitindo a esses hormoénios cumprirem seu
papel de promotores de crescimento de plantas (DIMKPA et al., 2009).

A estimulagdo do alongamento radicular e producdo de biomassa de
diferentes espécies de plantas inoculadas com bactérias diazotroficas tém sido
demonstradas em varios estudos, especialmente quando as plantas estdo sujeitas a
condi¢cbes de crescimento estressantes (TANK E SARAF 2009; SIDDIQUEE et al.
2012), principalmente a seca e a salinidade (MUNNS, 2005), caracteristicas comuns
a regido Semiarida. Dessa forma, a presenca de outras caracteristicas de promocao
do crescimento como o acido indolacético (AlA), producdo de sideroforos,
solubilizacdo do fosfato, pode fornecer beneficios adicionais para a tolerancia ao

estresse nas plantas contribuindo com a melhoria do seu crescimento.
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— P33

Figura 6. Producgédo de sideréforos pelos 61 isolados avaliada em meio CAS-
Dygs

e Solubilizacéo de fosfato

Observou-se que de 61 isolados, 8 foram considerados positivos para
solubilizagdo de fosfato, através da formagé&o do halo (Figura 7). Esses isolados
foram S14; M19; M18; M9; M22; P32; P37; P14 (Tabela 8). Apesar do maior halo ser
encontrado no isolado S14, ndo foram observadas diferencas estatisticas (P<0,05)
entre os isolados.

Dos isolados produtores de halo de solubilizagéo, dois foram identificados
como Rhizobium sp. (M18), com indice de solubilizacdo de 0,290 e Bacillus sp.
(P32), indice de solubilizacdo de 0,180. O capim-buffel e a manicoba néo
apresentaram isolados capazes de solubilizar fosfatos. Costa e Melo (2012),
encontraram duas estirpes isoladas da palma forrageira, sendo uma de
Ochrobactrum anthropic e outra de Stenotrophomonas maltophilia, positivos para

solubilizag&o de fosfato.
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Figura 7. Halo de solubilizacdo de bactérias isoladas do Sorgo (S14) e Manicoba
(M9) aos 5 dias.

Segundo Dobbelaere et al (2003), o fésforo (P) € considerado um dos
elementos insolUveis na natureza com menos de 5% do contetdo total de P no solo
disponivel para as plantas. Géneros bacterianos, tais como Bacillus, Burkholderia,
Enterobacter, Pseudomonas e Rhizobium séo relatadas como os mais significativos
solubilizadores de fosfato (BHATTACHARYYA E JHA, 2012). Tipicamente, a
solubilizag&o de fésforo inorganico ocorre porque a bactéria produz &cidos organicos
e que quando desprotonados, os radicais competem com o fosfato pelo cation
ligante.

Além de fornecer P para as plantas, as bactérias de solubilizacdo de fosfato
também aumentam o crescimento de plantas, estimulando a eficiéncia da FBN, e
contribuindo com o aumento da disponibilidade de outros oligoelementos como Zn,
Cu e Na (AHMAD et al., 2008; ZAIDI et al., 2009).

e Ensaio da Promocéao de Crescimento

Houve diferenca na MRS (g de MS/planta), MPAS (g de MS/planta) e NAPA
(mg/ planta) do sorgo inoculado com as diferentes bactérias diazotréficas. A bactéria
T8 e a aplicacdo de 100% de N proporcionaram as maiores MRS, sendo
semelhantes entre si. No MPAS, diversas bactérias diazotréficas: P32, P38, B17,
B22, B27, S14, S31, S29, S26, S13, S10, S23, S22, S4, S32, T6, T7, M15, M7, M6,
M13, M12, M22, M27, P14, P46, P29, P20, P12 e P33 proporcionaram maiores
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valores e se assemelharam a aplicacdo de 25, 50 e 100% de N (Tabela 9). E
importante ressaltar que os isolados foram superiores ao tratamento inoculado com
(Ab-V5),produzindo apenas 4,15 g/planta, tendo em vista que essa estirpe foi isolada
do milho, e que apresenta caracteristicas semelhantes com o sorgo, era de se
esperar que a inoculagéo proporcionaria melhores resultados.

As maiores concentracfes de NAPA foram obtidos com as bactérias: B13,
B17, B16, B11, B14A, B22, B14B, B27, S31, S29, S13, S9, S23, S22, S19, S8, S4,
T2, T6, M7, M9, M6, M13, M2, M27, M14, M21, M23, P32, P38, P14, P46 e P29.
Estes valores foram equivalentes aos proporcionados pela aplicagédo de 50 e 100%
do N (Tabela 9).

Em todas as varidveis analisadas, o tratamento com 100% de nitrogénio
apresentou as maiores médias, entretanto, na varidvel MRS apresentou a maior
produgéo entre os tratamentos inoculados e nitrogenados (10,43 mg/planta). Nas
demais variaveis, ndo houve diferenca entre os tratamentos 50, 100% e a estirpe Ab-
V5.

O isolado T8 (Stenotrophomonas sp.) apresentou incrementos de 234% na
MRS e 36,5% na variavel MPAS se comparado com a testemunha absoluta, isso
pode ter ocorrido em virtude da elevada producéo de fitohormonios principalmente o
AlA, que participa diretamente no crescimento radicular, dessa forma, raizes mais
bem desenvolvidas podem garantir uma maior nutricdo por meio dos nutrientes
presentes no solo e contribuir também com o aumento da parte aérea da planta. Nos
testes in vitro, era esperado que alguns isolados, tais como: B13, P32, B17 e B10,
registrassem as maiores médias em relacdo as massas de raizes e parte aérea
seca, no entanto, apenas o isolado B17, correspondeu a expectativa no aumento da
parte aérea. Isso pode ter ocorrido, pois, os testes in vitro podem ser apenas
indicativos do que esperar nos testes com inoculacédo. Na realidade sé@o varios os
fatores que influenciam no insucesso da inoculagdo, bem como, 0 estresse
ambiental (acidez do solo, disponibilidade de agua e temperatura), as caracteristicas
fisico-quimicas do solo e a competividade com bactérias nativas do solo.

O isolado P20 também promoveu aumento na massa seca de raiz, com media
de 6,02 g, em seguida, os isolados T6, S23 (Stenotrophomonas sp.), S32, B17
(Bacillus sp.), M22, S29 (Agrobacterium sp.) com producéao de 5,97; 5,70; 5,65; 5,45;

5,42 e 5,35 g/planta, respectivamente.
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Na variavel massa seca de parte area e raiz, os maiores resultados também
foram observados com o tratamento com 100% de adubacao nitrogenada, mas néo
havendo diferenca estatistica entre os isolados: T8; B17; T6, P32 (Bacillus); P48
(Stenotrophomonas), com producdes médias de 23,08; 22,92; 20,75; 19,17 e 19,16
gramas. Nessa variavel, a menor producdo foi observada nos isolados do sorgo
forrageiro S3 e S19 (Pseudomonas) com 3,77; 4,15 gramas.

Esse resultado difere dos valores encontrados por Mareque et al. (2015), ao
avaliarem o potencial de promocéao de crescimento de bactérias sobre o0 sorgo, nao
observaram diferencas significativas da inoculacdo de Rhizobium sp. UYSB12 e
Enterobacter sp. UYSB34 nas variaveis: massa seca de raiz e massa seca de parte
area em comparagdo com o controle negativo e positivo (Azospirillum brasiliense).

O efeito promotor que essas bactérias exercem sobre o crescimento das
plantas € provocada pelo alongamento da raiz o que leva a absorcdo de 4gua e
minerais para a planta hospedeira (AHMAD, 2008).

Tabela 9. Peso seco de raiz (MSR), peso seco de parte area e raiz (MSPR) e
nitrogénio acumulado na parte area (NAPA) de sorgo forrageiro testados com 61
bactérias diazotroficas isoladas de raizes de capim buffel, capim tifton, sorgo
forrageiro, palma-forrageira e manicoba, 2 isolados (AbV5 e BR11417) e 4
tratamentos nitrogenados

Isolado MRS MPAS NAPA (mg/planta)
(g/ planta) (g/ planta)
B13 2,27° 9.45° 1.662
B17 5.45° 22.92° 2.13%
B16 1.10°¢ 4.70° 1.772
B10 3.30°¢ 12.87° 1.47°
B12 1.02°¢ 7.72° 1.40°
B11l 1.72°¢ 11.17° 1.582
B14A 0.67°¢ 6.52° 2.08°
B22 4.40° 17.102 2.032
B14B 1.80°¢ 9.65° 2.00°
B27 2.65° 14.502 1.92°
S14 3.57°¢ 16.322 1.42°
S31 4.82° 18.422 1.682
S29 5.35° 18.652 1,682
S26 4.32° 17.202 1.47°
S13 3.20°¢ 13.32° 2.00°
S9 0.47°¢ 4.15° 2.20°
S10 4.42° 16.902 1.00°
S23 5.70° 18.772 2.26°
S22 2.70°¢ 10.52° 2.242
S19 2.37°¢ 7.32° 2112
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Isolado MRS MPAS NAPA (mg/planta)

(g/ planta) (g9/ planta)
S8 1.40°¢ 10.42° 1.922
S3 3.37°¢ 3.77° 1,44°
sS4 3.86° 14.10° 1.792
S32 5.65" 18.852 1.26°
T4 1.90°¢ 11.30° 1.31°
T2 3.05°¢ 12.52° 1.762
T6 5.97° 20.75° 2.102
T7 4.60° 16.572 1.39°
T8 9.772 23.082 1.13°
M26 3.10° 12.52° 1.22°
M11 2.22° 8.22" 1.54°
M19 2.83° 7.60° 0.55°
M18 3.10° 8.67° 0.49°
M15 2.97° 14.32°2 1.50°
M5 2.95° 11.35° 1.26°
M3 3.97° 11.45° 1.42°
M10 3.87° 10.82° 1.42°
M7 3.83° 14.40° 1.792
M9 1.50° 5.82° 2.002
M6 4.57° 19.322 1.712
M20 3.30° 12.10° 1,26°
M13 2.85¢ 14.272 1.922
M12 3.35° 13.672 1.18°
M2 1.92° 12.00° 2.032
M22 5.42° 17.10° 0.63°
M27 3.27¢ 14.772 1.742
M14 1.50° 8.83" 1.79°
M21 5.50° 10.80° 1,632
M23 1.37° 8.52° 1.742
P32 4.77° 19.172 1.82°
P38 3.82° 17.55° 1.892
P37 1.40° 11.80° 1.29°
P14 2.87° 17.422 2212
P46 4.17° 15.422 2.022
P47 1.10° 12.60° 1.29°
P29 4.42° 15.652 2.052
P20 6.02° 17.772 1.55°
P48 4.30° 19.162 1.08°
P23 2.45° 12.60° 1.53°
P12 3.82° 15.022 1.37°
P33 2.90° 14.332 1.42°
Ab-V5 4.15° 15.052 1.582
BR11417 2.72° 13.32° 1.52°
S 2.92¢ 16.90° 0.60°
25% N 3.80° 15.95% 0.63"°
50% N 3.50° 14.532 2.102

100% N 10.43% 23.76° 2.23°




Médias acompanhadas por letras mindsculas iguais na coluna ndo diferem entre si pelo teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade \ (P<0,05). MRS: Massa de raiz seca; MPAS: Massa de parte
aérea seca; NAPA: Nitrogénio acumulado na parte aérea.

Foi observada significancia (p<0,05%) para a variavel nitrogénio acumulado
na parte aérea (NAPA), os valores variaram de 0,49 a 2,42 mg de N/planta nos
isolados M18 (Rhizobium) e adubagao com 100% de nitrogénio respectivamente.

Como ja era esperado o tratamento com 100% de nitrogénio registraria a
maior producdo de NAPA, entretanto ndo houve diferenca estatistica para alguns
isolados como: B17 (Bacillus), B14A (Cellulomonas) e M2 (Rhizobium), se
comparados com a testemunha absoluta que apresentou producédo de 0,60 mg de
N/planta.

Como observada anteriormente na (Tabela 8), na variavel N incorporado ao
meio de cultura semissélido, a espécie forrageira com isolados mais promissores na
producédo de N in vitro foi o capim buffel. Neste experimento isso também se repetiu,
os isolados obtidos do capim-buffel apresentaram elevada capacidade de fixar N
quando inoculados no sorgo, com producdo na média geral de 1,80 mg de N/planta.
As menores producgdes foram registradas também nos isolados da manigoba, com
média de 1,44 mg N, seguidas pelo tifton, palma e sorgo (1,53; 1,62 e 1,74 mg
N/planta).

Demonstrando a eficiéncia da inoculacdo de bactérias sobre o teor de
nitrogénio na parte aérea do milho, Aradjo (2014) observou que a inoculagdo de
Herbaspirillum seropedicae no milho garantiu incrementos de 14,74% em relacdo ao
controle (20,34 mg/planta).

Segundo Perazzo et al. (2013), a altura da planta é determinante no
comportamento do sorgo. Neste caso, quando de porte alto, geralmente apresenta
maior producdo de biomassa, devido ao maior percentual colmo e lamina foliar. Mas
em plantas de menor porte, como foi 0 caso deste estudo, com apenas 60 dias de
crescimento, a planta apresentava um maior percentual de paniculas, maior teor de
MS na parte area do sorgo e provavelmente maior valor nutritivo.

Os isolados B13 (Bacillus), B17(Bacillus), B10 (Agrobacterium) e B11(
Neorhizobium) apresentaram elevada capacidade de producdo de AlA. Os isolados
S14 e M22 apresentaram elevada capacidade de solubilizar fosfatos. Além disso, os
isolados P33, T2 e B16 sao produtores de sideroforos. Os resultados do experimento

de inoculagdo no sorgo demonstraram que estas bactérias apresentaram a
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capacidade de promover o crescimento vegetal comparado com as testemunhas
absoluta e estirpes de referéncia, além de induzir o acimulo de N na parte aérea em
guantidades similares ao controle com 100% de N. Esses resultados indicam o
potencial destes isolados para futuros ensaios em condi¢cdes de campo com fins de

recomendacao para a producédo de inoculantes.
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5. Conclusbes

Ha em todos os ambientes estudados grande diversidade de bactérias
diazotréficas endofiticas, sendo a manicoba a espécie com maior numero de
isolados.

Todos os isolados sao produtores de AIA na presenca e auséncia de
triptofano, e apresentam valores elevados quando comparados na literatura. Destes,
os isolados B13; P32; B17 e B10 foram considerados 0s mais promissores na
producao de AlA com triptofano.

Na capacidade de fixacdo de nitrogénio predominam os géneros Bacillus e
Rhizobium. Destes, os isolados com maior producdo sdo provenientes do capim
buffel.

Dos 61 isolados, 13% séo capazes de solubilizar fosfato de calcio, desse total
a maioria dos isolados é proveniente das raizes de manigoba.

A grande maioria dos isolados s&o promissores nas caracteristicas avaliadas,
dentre eles: T8, P20, B17 sdo capazes de aumentar o massa de raiz seca. Destes,
os isolados T8 e B17 também promove aumento na parte area do sorgo. Bem como
os isolados M2 e B14A aumentam o nitrogénio na parte aérea.

Desta forma, grande parte dos isolados € considerada promissora para serem

testados como futuros inoculantes.
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