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RESUMO

O processo de fixacdo biologica de nitrogénio (FBN) tem sido intensivamente
pesquisado devido a contribui¢do no aporte de nitrogénio (N) nos agroecossistemas,
contribuindo, assim, para a maior sustentabilidade destes, principalmente, nas regioes
tropicais, onde os solos geralmente se encontram altamente intemperizados e com baixo
nivel de fertilidade natural. Diversas espécies bacterianas realizam o processo da FBN,
no entanto, o grupo das bactérias diazotroficas associativas, que possuem potencial de
inoculagdo em gramineas, tem sido pouco explorada pela pesquisa. Dessa forma, este
trabalho foi realizado com o objetivo de estudar a tolerancia a diferentes condigdes de
pH e salinidade e a capacidade de produzir acido 3-indol acético (AIA) e solubilizar
fosfato por diferentes estirpes de bactérias diazotrdficas isoladas de solos rizosféricos de
Brachiaria brizantha cv. Marandu. Foi observada que as estirpes apresentaram
comportamento variado em relagdo a tolerancia a diferentes concentragdes de salinidade
e a capacidade de produzir AIA e solubilizar fosfato. Ja em relagdo ao pH, foi verificado
que estas cresceram nos valores de 4,0 a 7,0. Esses resultados constituem uma etapa
importante do processo de selecdo destas estirpes, visando inoculagdo em areas de
pastagens cultivadas com Brachiaria spp.

Palavras-chave: Fixacdo biologica de nitrogénio, bactérias promotoras de crescimento
vegetal, selecdo estirpes inoculantes.



ABSTRACT

FBN has been intensively studied due to nitrogen (N) supply, thus contributing to the
sustainability of agroecosystems, especially in tropical regions, where soils are
generally highly weathered and have a low level of natural fertility. The BNF process is
carried out by N2-fixing bacteria, which can be found in free life, in association with
several plant species or in symbiosis with legumes. Some species of associative
bacteria, besides abundantly colonizing the rhizosphere, may also occur
endofiticamente, that is, invade the cortex and colonize internal tissues in several plant
species and contribute with part of the N necessary to the vegetal development.
Therefore, this work was carried out with the objective of analyzing strains of bacteria
tolerant to different salt concentrations and the production of the phormonium 3-indole
acetic acid. Diversity was observed in relation to tolerance to saline concentrations and
in the production of AIA by strains isolated from Brachiaria spp. Or in different grasses.
Some of these showed tolerance to high salt concentrations and produced AIA at
concentrations that may contribute to plant growth. In the solubilization of reactive
natural phosphate in culture medium, it was observed that the contents of P (g L-1)
present in the GL medium after The inoculation was superior to the control treatment,
except the treatment inoculated with the strain Ab-V5, of the species Azospirillum
brasilense the isolates differed among themselves, in the capacity of solubilization of
the phosphate.

Keywords: Biological fixation of nitrogen, plant growth promoting bacteria, different
saline concentrations
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INTRODUCAO GERAL

O Brasil ocupa posi¢ao de destaque na producdo de pecuaria de corte € no
mercado internacional da producdo e exportagdo de carne, firmando-se, nos ultimos
anos, como o maior exportador mundial deste produto. O principal sistema de produgao
utilizado € o extensivo, caracterizado pela necessidade de extensas areas de pastagens.
Entre as forrageiras utilizadas, destacam-se gramineas do género Brachiaria.

Nas ultimas décadas, tem-se observado uma redugdo na produtividade das
pastagens, devido, principalmente, ao manejo animal inadequado e a falta de reposicao
de nutrientes, como o nitrogénio (N) e fosforo (P), refletindo diretamente na reducao da
producdo animal (carne e leite) e na sustentabilidade do agroecossistema.

O Nitrogénio (N) ¢ um macronutriente importante para todas as formas de vida.
Tal elemento, na forma gasosa (Nz), compde grande parte do ar atmosférico,
aproximadamente 78%, entretanto, nessa forma, encontra-se indisponivel para a maioria
dos organismos. Para estar disponivel, o N> deve ser transformado em NH3, o que pode
acontecer através de descargas elétricas, processos industriais e, principalmente, pela
fixacdo bioldgica por bactérias, que representa a maior parte do nitrogénio fixado
mundialmente (Moreira & Siqueira, 2006).

Estes microrganismos, representados pelas bactérias fixadoras de nitrogénio
(BFN) desempenham o processo denominado Fixagdo Biologica de Nitrogénio (FBN),
0 qual se apresenta como uma alternativa para aumentar a disponibilidade de N nos
agroecossistemas. Além da contribuicdo com o N, essas bactérias podem, ainda,
contribuir para o crescimento vegetal através da producdo de hormonios (AIA),
solubilizacao de fosfatos inorganicos e controle de patogenos (Cavallet et al., 2000; Reis

Junior et al., 2004; Costa et al., 2012; Santos et al., 2012).
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Diversos estudos mostram o beneficio da inoculagdo destas bactérias em
diferentes gramineas forrageiras (Didonet et al., 1996; Okon & Vanderleyden 1997;
Cavallet et al., 2000; Oliveira et al., 2007) e, também, em outras espécies vegetais,
como a seringueira (Hevea brasiliensis Muell. Arg.) (Diniz et al., 2012). Portanto, a
inoculagdo com estas bactérias pode reduzir a utiliza¢ao de fertilizantes nitrogenados, os
quais, além de onerar o custo de produgdo, contribuem para maior sustentabilidade dos
agroecossistemas, uma vez que o nitrogénio apresenta alta mobilidade no solo, podendo
contaminar os cursos d’agua.

Além da contribuigdo com o N, essas bactérias podem, ainda, contribuir para o
crescimento vegetal através da producao de hormdnios (AIA), solubilizagdao de fosfatos
inorganicos e controle de patogenos (Cavallet et al., 2000; Reis Junior et al., 2004;
Costa et al., 2012; Santos et al., 2012).

Entretanto, nas areas de pastagens, os estudos sobre os microrganismos do solo,
principalmente, no que se refere as fungdes desempenhadas por estes, ainda sdo
incipientes, necessitando de haver pesquisas visando identificar quais os grupos de
bactérias presentes nestas areas, suas funcdes e quais os fatores limitantes a ocorréncia

destas.
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REFERENCIAL TEORICO

Associacio entre bactérias diazotroficas e gramineas forrageiras

O Brasil ocupa posicdo de destaque na producdo e na exportagdo de carne,
firmando-se, nos ultimos anos, como o maior exportador mundial deste produto. O
principal sistema de produgdo utilizado constitui-se no extensivo, caracterizado pela
necessidade de extensas areas de pastagens. Estima-se que s3o cultivadas
aproximadamente 200 milhdes de hectares de pastagens, das quais se tem o predominio
de gramineas do género Brachiaria (Boddey et al., 2006), em fun¢do de sua maior
tolerancia as condi¢des de solos acidos e de baixa fertilidade, aliada ao seu valor
forrageiro, sendo que as espécies de maior importdncia sdo a B. decumbens, B.
brizantha, B. ruziziensis ¢ B. humidicola (Sobrinho et al., 2005).

No entanto, segundo Macedo et al (2014), mais da metade das areas cultivadas
com pastagens encontram-se degradadas, devido, principalmente, a0 manejo animal
inadequado e a falta de reposi¢cdo de nutrientes, como o nitrogénio (N) e fosforo (P),
refletindo diretamente na redu¢do da producdo animal (carne e leite) e na
sustentabilidade do agroecossistema. Dados comprovam que o fornecimento de
fertilizantes ¢ muito baixo, cerca de 7,4 kg ha! ano! de NPK, quantidade que ndo
atende as exigéncias das pastagens cultivadas (Ferreira et al., 1999).

Dos macronutrientes, o Nitrogénio (N) ¢ o mais utilizado pela maioria das
plantas e limitando o crescimento das plantas e a produtividade das culturas (Novais,
2007). Quando adicionado aos solos ha perdas por volatilizagdo e lixiviagdo, tornando
essa pratica bastante onerosa e de baixa eficiéncia (Souto, 1982). Este elemento, na
forma gasosa (N2), compde grande parte do ar atmosférico, aproximadamente 78%,

entretanto, nessa forma, encontra-se indisponivel para a maioria dos organismos. Para
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estar disponivel, o N> deve ser transformado em NH3, o que pode acontecer através de
descargas elétricas, processos industriais e, principalmente, pela fixacdo bioldgica por
bactérias, que representa a maior parte do nitrogénio fixado mundialmente (Moreira &
Siqueira, 2006).

Estes microrganismos, representados pelas bactérias fixadoras de nitrogénio
(BFN) desempenham o processo denominado Fixagdo Biologica de Nitrogénio (FBN),
0 qual se apresenta como uma alternativa para aumentar a disponibilidade de N nos
agroecossistemas. Diversos estudos mostram o beneficio da inoculacao destas bactérias
em diferentes gramineas forrageiras (Didonet et al., 1996; Okon & Vanderleyden 1997;
Cavallet et al., 2000; Oliveira et al., 2007) e, também, em outras espécies vegetais,
como a seringueira (Hevea brasiliensis Muell. Arg.) (Diniz et al., 2012).

Nesse sentido, a inoculagdo com estas bactérias pode reduzir a utilizagdo de
fertilizantes nitrogenados, os quais, além de onerar o custo de produgdo, contribuem
para uma maior sustentabilidade dos agroecossistemas, uma vez que o nitrogénio
apresenta alta mobilidade no solo, podendo contaminar os cursos d’agua. A FBN ¢
considerada também uma das medidas a serem adotadas para mitigar a emissao de
oxido nitroso, um dos gases do efeito estufa e que ¢ considerado cerca de 300 vezes

mais poluente que o CO» (Plano ABC, 2010).

Bactérias diazotroéficas e o potencial de atuar como promotoras do crescimento

vegetal

Algumas espécies de diazotréficos podem colonizar abundantemente a rizosfera
e, também, colonizar endofiticamente, ou seja, invadir o cortex e se desenvolverem em

tecidos internos de espécies vegetais sem ocorrer a formagdo de estruturas chamadas de
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nodulos. Comumente encontradas em gramineas e outras monocotiledoneas, resultados
demonstram que essas podem ser encontradas, com menor frequéncia, em algumas
dicotiledoneas (DIAS, 2015).

Espécies usualmente encontradas sdo: Azospirilum spp. (A. lipoferum, A.
brasilense, A. amazonense, A. halopraeferans, A. irakense), Azotobacter paspali,
Bacilluspolimixa, B. azotofixans, Azoarcus indigens, A. communis, Acetobacter
diazotrophicus (syn. Gluconobacter diazotrophicus), Herbaspirillum seropedicae, H.
rubrisubalbicans e Burkholderia spp. Visto que a ocorréncia ¢ praticamente restrita aos
tecidos internos vegetais, espécies dos géneros Azoarcus, Acetobacter eHerbaspirillum
sdo consideradas obrigatoriamente ou predominantemente endofiticas (MOREIRA et
al., 2010).

Experimentos conduzidos através do método de incorporacio do "N, admitem
que varias gramineas tropicais se beneficiem de nitrogénio fixado biologicamente (DE-
POLLI, 1975; RUSCHEL, 1975; DE-POLLI et al., 1977).

Esses microrganismos possuem potencial de atuar como promotoras do
crescimento vegetal de forma direta, em que, principalmente, sintetizam um composto
ou facilitam a absor¢ao de certos nutrientes do meio ambiente, fornecendo para a planta
nitrogénio fixado, fosforo solubilizado do solo e fitormdnios como as auxinas e,
também, indireta em que diminui ou previne os efeitos deletérios de organismos
patogénicos (GLICK e BASHAN, 1997), pela sintese de sider6foros (LEONG, 1986) ¢

antibioticos.
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Solubilizacao de fosfato

O Fésforo (P), assim como o nitrogénio, € um macronutriente, portanto, exigido
em grandes quantidades pelos vegetais para seu desenvolvimento. Tal elemento ¢
constituinte de biomoléculas como, acidos nucléicos, coenzimas e outros. Porém, ¢ um
dos nutrientes que mais limita a produgdo agricola devido ao seu comportamento no
solo, onde sdo encontrados em formas altamente insoluveis devido ao processo de
fixacdo. Quando disponivel na solu¢do do solo de forma soluvel, as plantas podem
absorvé-lo como anions de fosfato, predominantes nas formas de HPO4* e H2POs
(WAKELIN et al., 2004).

Essa baixa disponibilidade nos solos ¢ devido a sua ligagdo a outros
componentes quimicos, chamada de fixagao e adsor¢do. Geralmente, em solos 4cidos, a
maior parte deste elemento se encontra ligado a oxido de ferro e aluminio e em solos
alcalinos ou neutros, este elemento se liga ao calcio (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).
Estudo de Barroso e Nahas (2005) sobre as fragdoes de fosforo encontradas em solos
brasileiros sob pastagem, cultivo de milho, mata e florestas, demonstrou que a mais
frequente foi a de fosfato de ferro, seguida de fosfato de aluminio e fosfato de célcio.

Existem alguns processos realizados por microrganismos como, fungos e
bactérias capazes de aumentar a disponibilidade do P na solu¢ao do solo. Através de
estudo com diferentes espécies bacterianas, quanto a sua capacidade de solubilizacao
mostram que espécies de Rhizobium, Pseudomonas e Bacillus apresentam o maior
potencial de solubilizagio (RODRIGUEZ; FRAGA, 1999).

Segundo a literatura, esses microrganismos solubilizam o fosfato inorgéanico por
dois mecanismos principais, pela produgdo de acidos organicos ou pela secrecao de
protons (H") (ILLMER; BARBATO; SCHINNER, 1995). A solubilizagdo do fosfato,

também, varia de acordo com a natureza do mineral de fosfato fornecido e a
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composi¢do meio que o microrganismo ¢ inoculado (GYANESHWAR; KUMAR;
PAREKH, 1998). Em campo, essa eficiéncia varia de acordo com o tipo de solo ¢ a
cultura (RODRIGUEZ; FRAGA, 1999).

Inicialmente, Gerretsen (1948) observou que a quantidade de fosforo assimilado
pelas plantas inoculadas com microrganismos rizosféricos foi maior do que o tratamento
sem inoculacdo, demonstrando-se, portanto, a capacidade dos microrganismos em
solubilizar fésforo inorganico e, consequentemente, a contribuicdo para o
desenvolvimento das plantas. Entre os microrganismos solubilizadores de fosfato,
merecem destaque as bactérias fixadoras de nitrogénio atmosférico, que, além de
fornecerm o N para o desenvolvimento vegetal podem, também, contribuir com o

fornecimento de P para as plantas (MARRA et al., 2012).
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RESUMO
Este trabalho foi realizado com o objetivo de analisar a tolerancia a diferentes
concentragdes salinas e valores de pH, capacidade de produzir o fitormonio &cido 3-
indol acético (AIA) e solubilizar fosfato por estirpes isoladas de solos rizosféricos de
Brachiaria brizantha cv. Marandu. Os testes de tolerancia a diferentes concentragdes
salinas e valores de pH foram realizados em meio FAM so6lido, modificado, contendo
1,71; 86; 171; 256; 342; 427; 513; 598; 684; 769 e 855 mM de NaCl e valores de pH de
4,0; 5,0; 6,0; 7,0; 8,0 e 9,0, respectivamente. No teste de producdo de AIA, as estirpes
foram cultivadas em meio Dygs liquido, na auséncia e presenca de triptofano (100 pug L°
1) e para a solubilizagio de fosforo, foi utilizado o meio GL e o fosfato reativo de
Bayovar, como fonte de fosforo. Todas as estirpes foram capazes de crescer em todos os
valores de pH analisados. Ja em relacdo aos testes de diferentes concentracdes salinas,
produgdo de AIA e solubilizagdo de fosfato, foi verificada alta diversidade, havendo
estirpes que se destacaram. Em relacdo a tolerancia a salinidade, as estirpes UNIFENAS
100-52; 100-51; 100-60; 100-63 e 100-65, foram as que apresentaram maior
crescimento nas trés maiores concentragdes salinas. Na presenca de triptofano, as

estirpes UNIFENAS 100-63 e 100-69 foram as que apresentaram maior producdo de
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AlA, 45,16 pg mL ! ¢ 49,67 pg mL !, respectivamente. J4 em solubilizagio de Fosfato
in vitro, a estipe UNIFENAS 100-52 foi a que obteve melhor resposta, com valor de
solubilizagio de 13,30 g L'. Essas estirpes podem contribuir para o crescimento
vegetal, sendo, portanto, indicadas para testes futuros envolvendo a inoculaciao destas
em Brachiaria spp. ou em diferentes gramineas.

Palavras-chaves: Bactérias promotoras de crescimento; fixagdo biologica de

nitrogénio; diversidade metabdlica.

Abstract
This work was carried out with the objective of analyzing the tolerance to different
saline concentrations and the production of 3-indole acetic acid phormonium (AIA) by
strains isolated form Brachiaria brizantha cv. Marandu. Salinity tolerance was
performed on modified solid FAM medium with different salt concentrations (mM
NaCl): 1.71; 86; 171; 256; 342; 427; 513; 598; 684; 769 and 855. In the AIA production
test, the strains were cultivated in liquid Dygs medium, in the absence and presence of
tryptophan (100 pg L") and for the solubilization of phosphorus, the GL medium and
the Bayodvar reactive phosphate were used as source of phosphorus. All strains could
grow at all pH values analyzed. Regarding the tests of different saline concentrations,
AIA production and phosphate solubilization, high diversity was observed, with strains
that stood out. The trains UNIFENAS 100-52; 100-51; 100-60; 100-63 and 100-65,
showed the highest growth and tolerance to salinity. In the presence of tryptophan,
UNIFENAS 100-63 and 100-69 strains were the ones with the highest AIA production,
45.16 ug mL! and 49.67 ng mL!, respectively. In solubilization of phosphate in vitro,
the strain UNIFENAS 100-52 was the one that obtained the best response, with a

solubilization value of 13.30 g L*!. These strains may contribute to plant growth and are
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therefore suitable for future tests involving an inoculation in Brachiaria spp. or in
different grasses
Key-words: Growth promoting bacteria; Biological nitrogen fixation; Metabolic

diversity.

Introduciao

No Brasil, cerca de 50% das areas cultivadas sdo constituidas por pastagens, com o
predominio de gramineas do género Brachiaria. No entanto, devido a fatores, como a
lotagdo excessiva e a auséncia de manejo adequado para o controle de plantas daninhas,
pragas e reposicdo de nutrientes, estima-se que grande parte dos solos cultivados sob
pastagens (mais de 50%) encontra-se em processos de degradacdo (Macedo et al.,
2014), influenciando negativamente a capacidade produtiva e a competitividade do setor
pecuario.

Nesse sentido, justifica-se a necessidade de utilizar técnicas e praticas de manejo
visando recuperar estes solos, tornando-os mais produtivos, uma vez que, segundo
Neves Neto et al (2013), degradacdo do solo e pastagem estdo diretamente relacionados.
De acordo com estes autores, a adubag@o constitui-se numa pratica fundamental, com
destaque para os fertilizantes nitrogenados, que promovem melhoria das caracteristicas
estruturais e morfolégicas, indice de 4area foliar, densidade de perfilhos e,
consequentemente, no maior acumulo de massa seca da forragem (Lara et al., 2012;
Silva et al., 2013). No entanto, ¢ necessario avaliar a dimensdo do impacto da adubacao
nitrogenada nas areas pastagens devido as emissoes de 6xido nitroso (N20) (Nogueira et
al., 2015). Ainda de acordo com esses autores, a adubagdo nitrogenada foi o fator que
mais influenciou os fluxos de N2O, sendo esse superior em pastagens manejadas quando

comparado a dreas ndo manejadas. Dessa forma, baixas doses de fertilizantes
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nitrogenados resultam em menores emissdes de N>O, podendo ser uma técnica de
manejo eficaz.

A utilizagao de bactérias fixadoras de N2, também denominadas bactérias diazotroficas,
constitui-se numa das alternativas a substituicdo parcial ou total dos fertilizantes
nitrogenados. Estudos realizados por Reis Junior et al (2004) e Brasil et al (2005)
indicam que estas bactérias estdo amplamente distribuidas em solos de pastagens. Além
de contribuir com o N para a planta, essas bactérias podem atuar como promotoras do
crescimento vegetal, produzindo fitohormonios, como o AIA e aumentando a
disponibilidade de nutrientes, como o fosforo e potassio, por meio da solubilizacao
desses nutrientes presentes em minerais ou rochas no solo (Moreira et al., 2010;
Florentino et al., 2017).

No entanto, a densidade e a diversidade desses microrganismos no solo sdo
influenciadas pelas condi¢des edafoclimaticas e pelo tipo de vegetacdo (Vitorazi Filho
et al., 2012). Estudos desenvolvidos por Guimaraes et al (2011) e Bosa et al (2016)
relatam o potencial de contribui¢do da inoculacao de algumas estirpes bacterianas para o
desenvolvimento de Brachiaria spp. No entanto, os estudos da inoculagdo com bactérias
fixadoras de N> em gramineas forrageiras, ainda, sdos incipientes, necessitando de
pesquisas in vitro visando identificar propriedades fisioldgicas de estirpes bacterianas
que proporcionarao maior sucesso destas quando aplicadas no campo.

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi estudar a capacidade de estirpes isoladas
pertencentes ao Laboratdrio de Microbiologia Agricola da Universidade José do Rosario
Vellano (UNIFENAS) de crescer em diferentes valores de pH e concentragdes salinas,

produzir acido 3-indol-acético (AIA) e solubilizar fosfato.
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Material e métodos

Caracterizacio morfologica das estirpes bacterianas

Foram selecionadas 18 estirpes de bactérias diazotroficas isoladas de solos rizosféricos
de Brachiaria brizantha cv. Marandu (Dias, 2015), pertencentes ao Laboratorio de
Microbiologia Agricola da UNIFENAS e uma estirpe da espécie Azospirillum
brasilense, Ab-V5, pertencente a cole¢do da Embrapa Soja. A tabela 1 apresenta as
principais caracteristicas morfologicas destas estirpes quando cultivadas em meio FAM
(MAGALHAES; DOBEREINER, 1984). Todas as estirpes apresentaram colonias

isoladas entre 2 a 3 dias, sendo consideradas de crescimento rapido.

Tabela 1. Caracteristicas morfoldgicas das estirpes isoladas de solos rizosféricos de

Brachiaria brizantha cv. Marandu em meio FAM.

Caracterizagao morfoldgica
Caracterizagao morfologica das estirpes

pH'  Cor colénia EPS?

Estirpes da colecdo UNIFENAS

UNIFENAS 100-01 N Am F——
UNIFENAS 100-02 N Cr ++
UNIFENAS 100-13 N Cr et
UNIFENAS 100-16 N Cr et
UNIFENAS 100-21 N Cr et
UNIFENAS 100-35 N Am ++
UNIFENAS 100-39 Ac Am et
UNIFENAS 100-40 Ac Am ++

UNIFENAS 100-45 Ac Am et
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UNIFENAS 100-51 Ac Am et
UNIFENAS 100-52 Al Cr +
UNIFENAS 100-60 Al Cr ++
UNIFENAS 100-63 Al Cr et
UNIFENAS 100-65 Al Am ++
UNIFENAS 100-69 Al Am et
UNIFENAS 100-71 N Am +
UNIFENAS 100-78 N Am e
UNIFENAS 100-94 N Am e

Estirpe da colegdo Embrapa

Ab-V5 Al Cr ++

'Reaciio do pH do meio apés crescimento da estirpe avaliado pela mudanca de cor do
indicador (N — neutro; Ac — Acido; Al — Alcalino); Cor da colonia (Am — amarela; Cr —
creme); *Producdo de exopolissacarideos (EPS: ++++ - Alta; +++ Intermediaria; ++ -

Baixa; + Escassa).

Crescimento em meios contendo diferentes valores de pH e concentracées salinas

As 18 estirpes foram cultivadas em meio FAM so6lido para obtengdo de coldnia
isolada e confirmacdo da pureza e, posteriormente, foram transferidas para o meio FAM
liquido, sendo cultivadas por 3 dias, tempo necessario para atingir a fase de crescimento
exponencial, contendo aproximadamente 10% células mL™'. Apds esse periodo, um mL
de cada estirpe foi transferida para microtubos com capacidade de 1,5 mL esterilizados,
para centrifugacdo a 10.000 rpm, a 4°C, por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado

e as células foram suspensas em 1 mL de solu¢do salina estéril (NaCl 0,85%) e
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centrifugadas novamente. Esse processo de lavagem das células foi repetido por trés
vezes € tem como objetivo a remogao de residuos do meio de cultura do inoculo que
poderiam resultar num falso crescimento positivo (Florentino et al., 2012).
Posteriormente, aliquotas de 100 uL de suspensdes de células lavadas em solugdo salina
foram inoculadas e espalhadas com a al¢a de Drigalsky em placas que continham o
meio solido FAM modificado com as seguintes concentragdes de NaCl (mM): 1,71
(tratamento controle); 86; 171; 256; 342; 427; 513; 598; 684; 769 e 855.

Para verificar o crescimento em diferentes valores de pH, o meio FAM foi ajustado para
os seguintes valores de pH: 4,0; 5,0; 6,0; 7,0; 8,0 ¢ 9,0 pela adicdo de HCI ou NaOH
(Zerhari et al., 2000; Moschetti et al., 2005; Wei et al., 2008). Adotou-se 0 mesmo
procedimento de lavagem das células citado anteriormente. Como tratamento-controle,
foi usado o meio de cultura FAM com valor de pH igual a 6,8.

Para ambos testes (salinidade e pH), os tratamentos foram distribuidos inteiramente ao
acaso, com quatro repeti¢des. As placas foram incubadas a 28°C por 7 dias, nos quais

foram avaliados a presenca (+) ou auséncia (-) de crescimento bacteriano.

Producio de Acido-3-indol acético (AIA)

As estirpes bacterianas foram analisadas quanto ao potencial de produzir AIA em meio
Dygs, na auséncia e presenca de triptofano (Trp) (100 pg mL™"), conforme metodologia
descrita por Florentino et al (2017). A concentracdo de AIA foi avaliada pelo método
quantitativo colorimétrico (Gordon e Weber, 1951), durante a fase log de crescimento
bacteriano, apresentando aproximadamente 10®) UFC mL!. A estimativa da
quantificagdo do AIA foi realizada com o auxilio de curva-padrao previamente obtida

com o meio Dygs esterilizado e com as quantidades conhecidas de AIA (0, 25, 50, 75 e
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100 pg mL"). A leitura de absorbancia foi realizada em espectrofotometro no
comprimento de onda de 535 nm.

Esse experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado (DIC) em
esquema fatorial 19 x 2, sendo 19 estirpes bacterianas e presenca ou auséncia de
triptofano (Trp) no meio de cultivo. A estirpe Ab-V5 foi utilizada como controle,
devido a sua comprovada capacidade em produzir este fitormdnio (Pedrinho et al.,

2010).

Solubilizacao de Fosfato Natural in vitro

Neste experimento, além das 18 estirpes analisadas neste trabalho, foi utilizada também
a estirpe Ab-V5, embora ndo tenha sido encontrado na literatura estudos sobre a
capacidade de solubilizar P por esta bactéria.

As estirpes bacterianas foram cultivadas em placa de Petri contendo o meio FAM, por
trés dias, a 28°C. Posteriormente, coldonias isoladas foram transferidas para frascos
contendo meio FAM liquido e incubadas a 28°C por trés dias. Apds esse periodo, 15 pL.
da suspensdo de cada estirpe bacteriana foram transferidos para 30 mL do meio liquido
GL (glicose e extrato de levedura), com a seguinte composi¢do (g L): Glicose (10,0),
extrato de levedura (0,5), fosfato natural reativo - Baydvar (10,0), utilizado como fonte
de fosforo (15,5% de P20s soluvel em Acido Citrico a 2%) e solucdo de micronutrientes
(mL L) e o pH final foi ajustado para 6,8. As estirpes foram incubadas por 7 dias a
28°C. O experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado, sendo
utilizados 19 tratamentos com quatro repetigdes.

Apos esse periodo, o sobrenadante foi separado por centrifugacdo (10.000 rpm, 4°C e

10 min) e mensurou-se o valor do pH final em pHmetro. A concentragdo de P soluvel
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foi analisada por espectrofotometro (TEDESCO et. al., 1995), no laboratério de solos da

UNIFENAS.

Analises estatisticas

Os dados obtidos nos experimentos descritos anteriormente foram submetidos a analise
de variancia, e as médias das quatro repeti¢des foram comparadas pelo teste de Scott-
Knott, a 5% de probabilidade, utilizando-se o programa Sisvar (FERREIRA, 2011).

Para o teste de solubilizagdo de fosfato, foi realizada também a analise de correlagdo
linear entre as concentragdes de P e valor de pH para cada tratamento, em que se
utilizou o programa AgroEstat — versio 1.0 (BARBOSA; MALDONADO JUNIOR,

2011).

Resultados e Discussao

Crescimento em meios contendo diferentes concentracoes salinas e valores de pH

As 18 estirpes isoladas de solos rizosféricos cultivados sob B. brizantha cv. Marandu
apresentaram alta diversidade em relacdo a capacidade de crescer em diferentes
concentragdes de NaCl em meio FAM (Figura 1). De um modo geral, todas as estirpes
de bactérias diazotroficas isoladas de solos rizosféricos cultivados sob B. brizantha
apresentaram crescimento em todas as concentragdes de NaCl testadas, destacando-se as
estirpes UNIFENAS 100-52, 100-51; 100-60; 100-63 e 100-65, que cresceram nas trés
maiores concentragdes salinas. A estirpe 100-69 apresentou menor crescimento quando
comparada as demais, sendo observado crescimento somente no tratamento controle,

contendo 1,71 mM de NaCl.
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Figura 1. Méaximas concentragdes toleradas (MCT) de NaCl (mM) em meio FAM por
estirpes de bactérias diazotréficas isoladas de solos rizosféricos sob Brachiaria brizantha

cv. Marandu.

A maior produgdo de exopolissacarideos (EPS) pela célula bacteriana ¢ considerada um
dos mecanismos que confere maior tolerancia as estirpes, uma vez que os EPS conferem
maior protecdo celular e evita a perda d’agua (EAGLESHAM et al., 1987; FREITAS et
al., 2007; XAVIER et al., 2007). Analisando a producao de EPS das estirpes (tabela 1),
observa-se que nao foi possivel estabelecer tal relagdo. O mesmo observa-se em estudos
realizados por Noébrega et al. (2004), nos quais nao foi observado diferenga entre as
estirpes que produziam EPS (crescimento rapido) e aquelas de crescimento lento. De
acordo com Santos et al. (2012), os microrganismos utilizam estratégias de
osmoadaptacao flexiveis o que lhes permite responder a flutuagdes de salinidade do
meio exterior. Ainda segundo esses autores, bactérias isoladas da rizosfera
apresentaram-se mais adaptadas a solos salinos quando comparadas a bactérias
endofiticas.

Além dos EPS sdo citados ainda outros mecanismos responsaveis em proporcionar

maior tolerancia das bactérias as condi¢des salinas, como o acumulo de solutos



31

compativeis, como a trealose (STREETER, 2003) e as alteracdes na composicdo da
membrana celular (MEDEQOT et al., 2007).

A alta diversidade das bactérias diazotroficas em relacdo a tolerancia as diferentes
concentragdes salinas tem sido observada também por outros autores (ZERHARI et al.,
2000; NOBREGA et al., 2004; THRALL et al., 2009; FLORENTINO et al., 2010). A
utilizacao de estirpes bacterianas tolerantes a salinidade pode garantir maior eficiéncia
no processo simbidtico, nestas condigdes (SUBBARAO et al., 1990), justificando a
importancia desses estudos.

Ja em relagdo aos diferentes valores de pH, foi verificado que todas as estirpes foram
capazes de crescer em todos os valores de pH testados, concordando com os resultados
obtidos por Florentino et al (2013), para estirpes de bactérias fixadoras de N> do género

Cupriavidus, o que indica alta adaptabilidade destas bactérias no solo.

Producio de Acido-3-indol acético (AIA)

Entre os beneficios da interagdo de bactérias com gramineas forrageiras, destaca-se a
sintese bacteriana de AIA (Figueredo et al., 2016). O AIA é um fitormdénio que
contribui para o crescimento vegetal, atuando diretamente no desenvolvimento
radicular. Nesse trabalho, a maior produgdo dessa substancia pela maioria das estirpes
ocorreu quando cultivadas em meio contendo triptofano (Tabela 3), o que pode ser
explicado pelo fato deste composto atuar como um importante precursor para a sintese
de AIA. De acordo com Naveed et al., (2015), o L-triptofano pode promover um
aumento na produtividade de Acido indol acético pelas bactérias, uma vez que sua
presenga no meio de cultivo provoca um efeito estimulatorio nas vias de ativagdo
fisiologica, responsaveis pela assimilagdo desse aminoacido usado como precursor para

biossintese bacteriana de AIA.
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Dessa forma, a producao de AIA pode ser dependente da concentragdo de triptofano
utilizada no meio de cultivo (RADWAN et al. 2004; CHAGAS JR. et al. 2009;
Florentino et al., 2017).

Nesse trabalho, a concentracdo de AIA produzida pelas bactérias foi similar aos
resultados encontrados por outros autores (TSAVKELOVA et al. 2005; 2007). Das
estirpes estudadas, destacam-se as estirpes UNIFENAS 100-63 ¢ UNIFENAS 100-69,
que produziram maior quantidade de AIA quando cultivadas em meio contendo Trp. J&
a estirpe utilizada como controle, Ab-V5, os valores de AIA na presenca de Trp estdo de
acordo com os encontrados por Pedrinho et al (2010). Machado et al., (2013),
verificando a biossintese de AIA por bactérias diazotroficas promotoras de crescimento
em plantas em meio de cultura com e sem a presenga de L-triptofano observaram que
90% das bactérias que produziram AIA na presenca do aminodcido, também, foram
capazes de produzir o acido indol acético em sua auséncia, porém em concentragdes
inferiores. O mesmo pode ser observado na tabela 3, onde as concentragoes de AIA
foram, de modo geral, superiores nos meios contendo triptofano.

O AIA, assim como outros fitormonios, estimula o crescimento de plantas apenas dentro
de uma faixa estreita de concentracao. Fora dessa faixa, concentragdes mais baixas sao
ineficazes e as mais elevadas, sdo toxicas (BISWAS et al., 2000). De um modo geral, os
estudos mostram que as concentracoes adequadas de AIA sdo variaveis de acordo com a
espécie vegetal, encontrado valores na faixa entre 4,40 e 24,80 ug mL™! para Sesbania
aculeata e 4,40 e 14,36 ug mL™! para Vigna radiata (AHMAD et al., 2005). Nesse
sentido, analisando os resultados da tabela 3, diversas estirpes apresentam potencial de

contribuir para o desenvolvimento vegetal.
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Tabela 2. Producao de acido indol acético (AIA) pelas estirpes bacterianas em meio

Dygs contendo ou nao triptofano.

AIA (ug mL™)
Tratamentos Triptofano
Com Sem
UNIFENAS 100-01 7,30 F a 6,14D a
UNIFENAS 100-02 37,64 B a 1290 Cb
UNIFENAS 100-13 832Fa 891 Ca
UNIFENAS 100-16 22,19Da 10,03Cb
UNIFENAS 100-21 12,89 E a 11,89 C a
UNIFENAS 100-35 1235Ea 6,90Db
UNIFENAS 100-39 13,86 Ea 5,66 Db
UNIFENAS 100-40 14,46 E a 7,94 CDb
UNIFENAS 100-45 6,19 Fa 7,05C a
UNIFENAS 100-51 7,60 F a 7,02C a
UNIFENAS 100-52 13,06 E a 12,04 C a
UNIFENAS 100-60 16,27D a 3,66 Db
UNIFENAS 100-63 45,16 A a 33, 29ADb
UNIFENAS 100-65 35,36 Ba 22,79Bb
UNIFENAS 100-69 49,67 A a 37,04 Ab
UNIFENAS 100-71 1523 Ea 399Db
UNIFENAS 100-78 5,85Fa 239Db
UNIFENAS 100-94 27,43 Ca 3,88Db
Ab-V5 — Azospirillum brasilense 49,03 A a 22,05Bb

(DMédias seguidas de letras distintas, maitisculas na coluna e minusculas na linha,

diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade.
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Solubilizacao de Fosfato Natural in vitro

Na solubilizacdo de fosfato natural reativo em meio de cultura, foi observado que os
teores de P (g L), presentes no meio GL apés a inoculagdo, foram superiores ao
tratamento controle, exceto o tratamento inoculado com a estirpe Ab-V5, da espécie
Azospirillum brasilense. Observa-se, ainda, que as estirpes diferiram entre si, na
capacidade de solubilizacao do fosfato (tabela 4).

Entre as estirpes testadas, a UNIFENAS 100-52 obteve melhor resultado quando
comparada as demais e ao tratamento controle, seguida pelas estirpes BR 2003 e
UNIFENAS 100-51 que foram estatisticamente semelhantes entre si.

Das estirpes testadas, a Unica estirpe que ndo proporcionou aumento de P no meio foi a
Ab-V5-Azospirillum brasilense, em que o resultado foi igual ao tratamento controle.
Estudos evidenciam que a capacidade das estirpes em solubilizar o fosfato esta
correlacionada com a diminui¢do do pH do meio, devido a sintese de acidos organicos
(MIKANOVA; NOVAKOVA, 2002; HARA; OLIVEIRA, 2005). Os acidos organicos
secretados podem dissolver o fosfato mineral como resultado da troca de anions PO43
ou podem quelatizar ions de Fe*"*" e AI** associados com fosfatos.

Pode-se observar que as estirpes que solubilizaram quantidades significativas de P
apresentaram maior acidificagdo do meio na tabela 04, o que ¢ confirmado pela anélise
de correlagdo entre o pH e o teor de P na figura 02. Varios fatores podem ter afetado
essa relagdo entre eles, como as quantidades de P imobilizadas pelos microrganismos
durante o crescimento e o tipo de fosfato.

Todas as estirpes, exceto Ab-V5, diminuiram o pH do meio durante o cultivo. As
menores alteragcdes ocorreram com as estirpes: UNIFENAS 100-94, UNIFENAS 100-16

e BR 29, que, estatisticamente, ndo diferiram entre si.
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Os menores valores de pH foram obtidos pelas estirpes UNIFENAS 100-13,
UNIFENAS 100-52, UNIFENAS 100-1, UNIFENAS 100-39 ¢ BR 2003.
Resultados semelhantes foram obtidos por Filho, Narloch e Scharf (2002) e por Abreu

et al. (2014), que verificaram que o potencial de solubilizagdo variou entre as estirpes.

Tabela 3. Solubilizac¢ao de fosfato in vitro em (g L -1)

Tratamentos P(gL?h pH

Controle 0,36 k 6,72 b

Estirpes da cole¢ao Unifenas

UNIFENAS 100-01 6,58f 3,371
UNIFENAS 100-02 6,27 f 4,93 e
UNIFENAS 100-13 595f 3,521
UNIFENAS 100-16 1,97 1 6,18 ¢
UNIFENAS 100-21 4,62¢g 542d
UNIFENAS 100-35 5,67f 4,12 g
UNIFENAS 100-39 8,20d 3,281
UNIFENAS 100-40 10,30 ¢ 429 ¢
UNIFENAS 100-45 7,57 e 4,44f
UNIFENAS 100-51 11,60 b 3,71 h
UNIFENAS 100-52 13,30 a 3,431
UNIFENAS 100-60 572 f 4,70 £
UNIFENAS 100-65 2,301 5,34d
UNIFENAS 100-63 2,90 h 4,16 g

UNIFENAS 100-69 7,62 ¢ 422 ¢



UNIFENAS 100-71 8,37d
UNIFENAS 100-78 10,45 ¢
UNIFENAS 100-94 1,25

Estirpes da colecao Embrapa

Ab-V5 —Azospirillum brasilense 0,62 k
BR 322 — Rhizobium tropici 1,921
BR 8802 — Rhizobium sp. 2,95h
BR 29 — Bradyrhizobium elkanii 1,37
BR2003 — Bradyrhizobium elkanii 11,95b

3,75h
3,88 h

6,19 ¢

7,03 a
5,65d
4,66 £
5,98 ¢

3,221

36

* Médias seguidas da mesma letra nao diferem estatisticamente entre si, pelo teste de

Scott-Knott, a 5% de probabilidade

A figura 01 apresenta a correlagdo entre o valor de pH e P solavel, uma relacao

inversamente proporcional, em que os valores de P soluvel crescem a medida que os

valores de pH decrescem.

14,0 -
12,0 ~
10,0 -
8.0

»

6.0
4,0 -

=l

2,0 -

)

0,0

)

P(g L")

30 35 40 45 50 55 60 6,5 7,0
pH

Figura 2. Correlagdo entre o valor de pH e P soluvel
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Conclusao

Foi verificado que as estirpes de bactérias diazotroficas isoladas de solos rizosféricos de
Brachiaria brizantha cv. Marandu apresentam comportamentos distintos em relacdo a
capacidade de tolerar altas concentragdes salinas e além de serem capazes de produzir
acido 3-indol acético (AIA) e solubilizar fosfato. Sendo a estirpe 100-52 aquela que
apresentou melhor resposta nos testes de tolerancia a salinidade e a solubiliza¢do de P, e
em relagdo a produgdo de AIA, recomenda-se a utilizagdo das estirpes UNIFENAS 100-
63 e 100-69 que apresentaram maiores valores de produgao.

Todas as estirpes foram capazes de crescer, nos diferentes valores de pH testados.
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