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RESUMO

A pecuéria de corte no Pantanal é desenvolvida de maneira extensiva, com a alimentagdo do
rebanho constituida principalmente de pastagens nativas. Uma alternativa sustentavel para
melhorar a produtividade e o valor nutritivo das forrageiras pantaneiras seria a utilizacdo de
rizobactérias promotoras de crescimento vegetal (RPCV). RPCVs se associam as plantas
promovendo o desenvolvimento vegetal através da disponibilizacdo de nutrientes, protecdo
contra fitopatdégenos e producdo de substancias promotoras do crescimento vegetal, como o
acido indolacético (AIlA). Bactérias diazotroficas do género Azospirillum spp. séo
consideradas importantes RPCV, devido aos efeitos benéficos proporcionados em plantas
inoculadas com esta bactéria. O objetivo deste trabalho foi selecionar bactérias do género
Azospirillum com potencial para a inoculacdo e avaliar o efeito da inoculacdo destas no
crescimento de trés gramineas forrageiras do Pantanal Sul-Mato-Grossense (Axonopus
purpusii, Mesosetum chaseae e Hymenachne amplexicaulis). Primeiramente foi realizada a
identificacdo dos isolados bacterianos através do método de PCR a partir de iniciadores
especificos para o género Azospirillum. Em seguida, isolados do género foram avaliados in
vitro quanto a fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) e producdo de AIA. A partir dos
resultados para AIA e FBN, os isolados foram selecionados em conjunto com as estirpes de
referéncia, A. brasilense e A. lipoferum (Sp7 e Sp59), para a inoculagédo em pastagens. Foi
conduzido o experimento em casa de vegetacdo utilizando como substrato o solo do Pantanal.
O delineamento experimental foi em blocos ao acaso com quatro repeti¢des e oito tratamentos
(Controle sem inoculagdo, inoculacdo da bactéria com menor producdo de AIA e FBN
(HAI6), inoculacdo da bactéria com maior producdo de AIA e FBN (HAI52), inoculacéo da
bactéria intermediaria para FBN e AIA (MRI9), inoculacdo da Sp7, inoculacdo da Sp59,
inoculacdo da bactéria com maior producdo de AIA (HAI3), inoculagcdo da bactéria com
maior producdo de FBN (AZM15). Trinta e um dias ap0s plantio foram mensuradas a altura
das plantas, e as mudas foram seccionadas em raiz, haste e folhas para a determinacdo da
matéria seca parte aérea (MSPA), matéria seca das folhas (MSF), matéria seca do colmo
(MSC), relacdo mateéria seca folha/colmo (MSFC), N total e proteina bruta acumulada na
parte aérea e volume de raiz (VR). O uso de iniciadores especificos confirmaram a
classificacdo dos isolados como pertencentes ao género Azospirillum. Todos os isolados
foram capazes de fixar nitrogénio e produzir acido indolacético in vitro, os valores obtidos
variaram de 25,86 a 51,26 pg N mL™ e 107 a 1038 pM, respectivamente. As concentrages de
AIlA produzida pelos isolados foram maiores que os encontrados na literatura para o género
Azospirillum. Houve efeito da inoculacdo de Azospirillum spp. nas forrageiras em estudo. As
plantas da graminea M. Chaseae obtiveram maior producdo de MSPA, MSC, MSFC e
aumento do VR. As plantas da forrageira H. amplexicaulis e A. purpusii apresentaram um
aumento no volume das raizes e producdo MSPA, respectivamente. As estirpes HAI52, HAI3
e AZM15 foram consideradas promissoras para estudos posteriores de inoculagdo em campo.

Palavras-chave: Fixagdo Bioldgica de Nitrogénio, acido indolacético, Rizobactérias
Promotoras de Crescimento Vegetal, pastagem.



ABSTRACT

The beef cattle industry in the Pantanal is developed extensively, with the feeding of the herd
consists primarily of native pastures. A sustainable alternative to improve productivity and
nutritive value of forages of the Pantanal would use of plant growth promoting rhizobacteria
(PGPR). PGPR associate to plants promoting your growth through the availability of
nutrients, protection against phytopathogens and production of substances promoting growth
of plant, such as indole acetic acid (IAA). Diazotrophic bacteria of the genus Azospirillum
spp. are considered important PGPR, due to the beneficial effects proportionate in plants
inoculated with this bacteria. The objective of this work was to select bacteria of the genus
Azospirillum whith potential for inoculation and evaluate the effect of inoculation on the
growth of three grasses from Pantanal Sul-Mato-Grossense (Axonopus purpusii, Mesosetum
chaseae e Hymenachne amplexicaulis). First indentification of the bacterial isolates was
performed the method of PCR from primers specific for the genus Azospirillum. Then,
isolated from the genus were evaluated in vitro for biological nitrogen fixation (BNF) and
production of IAA. From the results for IAA and BNF, isolates were selected together the
reference strains, A. brasilense and A. lipoferum (Sp7 and Sp59), for inoculation in pastures.
Experiment was conducted in a greenhouse using as substrate Pantanal soil. The experimental
design was a randomized blocks with four repetitions and eight treatments (control without
inoculation, inoculation of bacteria with smaller production of IAA and BNF (HAI6),
inoculation of bacteria with greater production of IAA and BNF (HAI52), inoculation of
bacteria intermediate to BNF and IAA (MRI9), inoculation of Sp7, inoculation of Sp59,
inoculation of bacteria with greater production of IAA (HAI3), inoculation of bacteria with
greater production of BNF (AZM15.) Thirty-one days after planting were measured plant
height, and the seedlings were sectioned into root, stem and leaves to determine the dry matter
of shoot (DMS), leaf dry matter (LDM), stem dry matter (SDM), relative dry matter leaf /
stem (DMLYS), total N and protein accumulated in the shoot and root volume (RV). The use of
specific primers confirmed the classification of the isolates as belonging to the genus
Azospirillum. All isolates were able to fix nitrogen and produce IAA in vitro, the values
ranged from 25.86 to 51.26 mg N mL™ and 107 t01038 pM, respectively. The concentrations
of IAA produced by the isolates were higher than those found in the literature for the genus
Azospirillum. There was effect of the inoculation of Azospirillum spp. forage in the study. The
plants of grassy M. chaseae obtained higher production of DMS, SDM, DMLS and increased
RV. The forage plants of H. amplexicaulis and A. purpusii showed an increase in volume of
roots and production DMS, respectively. Strains HAI52, HAI3 and AZM15 were considered
promising for subsequent studies inoculation in the field.

Keywords: Biological Nitrogen Fixation, indole acetic acid, Plant Growth Promoting
Rhizobacteria, pasture.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 Caracterizacédo do Pantanal

O Pantanal é uma planicie sedimentar continua, formado h& milhares de anos com o
soerguimento da Cordilheira dos Andes. E integrante da Bacia do rio Paraguai (BAP),
abrangendo os Estados de Mato Grosso (35%) e Mato Grosso do Sul (65%), com area
aproximada de 140.000 km? e altitude entre 80 a 170 m (GODOI FILHO, 1984).

O clima da regido é tropical sub-umido (Aw, de Koeppen) com temperatura média
anual de 26°C (CADAVID GARCIA, 1986). A precipitagdo media anual na Bacia do Alto
Paraguai (BAP) varia de 800 a 1600 mm, e de 800 a 1200 mm na parte mais baixa que
engloba toda a 4rea da planicie pantaneira (JUNIOR et al., 1997).

Os solos que formam a maior parte do Pantanal sdo do tipo hidromérficos (92%), os
quais refletem a drenagem deficiente e tendéncia para inundag6es periddicas e prolongadas,
séo arenosos (66% do horizonte A) e de baixa fertilidade (70%). A fertilizagdo pela cheia
ocorre apenas quando a inundacdo for fluvial, enquanto que nas areas alagadas por chuva, ha
somente redistribuicao local de nutrientes (POTT, 1994).

Um dos principais eventos da planicie pantaneira sdo os pulsos de inunda¢fes sazonais
que podem ser provocados por oscilacGes dos niveis de dgua do rio, distribui¢des das chuvas
locais e altura do lencol freatico. Segundo Junk & Da Silva (1995), a inundacdo é muito
importante para muitos aspectos ecoldgicos nas areas sujeitas ao alagamento, tais como
diversidade de organismos e estado nutricional do solo.

O Pantanal apresenta uma diversidade de ambientes, decorrente da sua
heterogeneidade edéafica e hidrologica. Na regido ocorrem uma sucessdo espacial de lagoas,
campos e formacdes arbdreas, combinadas em mosaico, cuja variacdo na composicao,
estrutura e distribuicdo espacial da vegetacdo define vérias unidades de vegetacdo ou
fitofisionomias (Pott, 1994). Devido a essa heterogeneidade o Pantanal pode ser dividido em
11 sub-regides: Caceres, Poconé, Bardo de Melgaco, Paiaguas, Nhecolandia, Aquidauana,
Miranda, Abobral, Paraguai, Nabileque e Porto Murtinho (SILVA & ABDON, 1998).

A economia da regido € baseada na pecuéria de corte, a qual € conduzida de maneira
extensiva, por apresentar grandes campos de pastagens nativas. No entanto, de maneira geral,
os indices zootécnicos sdo relativamente baixos. Segundo Santos et al. (2005) esses baixos
indices é devido, em parte, as pastagens nativas, que sdo, na maioria dos casos, de baixa
produtividade e qualidade, salvo aquelas que vegetam nas cotas mais baixas do mesorelevo.

Além do que, a produtividade é influenciada pela disponibilidade e qualidade das pastagens
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que varia de acordo com a estacionalidade e inundacGes periodicas da regido (RODELA et al.,
2007).

1.2 Pastagens nativas da Nhecolandia

A sub-regido da Nhecolandia, a segunda maior com 23.574 Km?, localiza-se na porcéo
sul do leque aluvial do rio Taquari, representa uma das mais importantes regides de criacdo de
gado do Pantanal. Apresenta um sistema de distribuicdo da vegetacdo muito singular, com
unidades de vegetacdo dispostas em mosaico, alternando cerraddes e florestas estacionais nas
“cordilheiras”, campos imidos e sazonais, nas partes alagaveis e circulando lagoas; cerrados e

campos nas partes intermediarias do relevo (Figura 1) (RODELA et al., 2007).
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Figura 1 - Mapa da &rea de estudo com as principais unidades de paisagens (fitofisionomias) da sub-
regido da Nhecolandia, MS, e diagrama de perfil
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Fonte: Santos (2001)

Nestas unidades de paisagem, especialmente as localizadas nas partes mais baixas do
relevo, ha uma grande diversidade de espécies forrageiras, que constituem a principal fonte de
alimento para os grandes herbivoros silvestres e também para os animais domésticos voltados

para producdo pecuaria, principalmente bovina e eqliina. As unidades de vegetacao utilizadas
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como pastagens nativas sdo muito diversificadas em suas composicoes floristicas, bem como
em suas estruturas (campos limpos, campos sujos, campos cerrados) e ecologias.

Santos (2001) observaram que os bovinos em pastejo, independentemente da época do
ano, preferem pastar nas areas mais baixas e Umidas e nas areas de campo limpo com
predominancia de espécies de porte baixo, de maior valor nutritivo. As demais fitofisionomias
sdo pastejadas de forma casual, cujo uso estd, provavelmente, relacionado com as condicGes
climaticas (maior ou menor presenca de dgua nos campos) e com a qualidade das pastagens.
Isso demonstra que nem todos os tipos de pastagens sdo usados por bovinos na mesma
intensidade, ocorrendo areas intensamente e levemente pastejadas.

A alimentacdo do rebanho, até inicio dos anos 90, era totalmente sustentada pelas
forrageiras nativas. Nos ultimos 30 anos houve introducdo de gramineas exoticas,
principalmente braquidrias, como alternativa para melhorar a disponibilidade e qualidade das
pastagens. Dentre as espécies de braquiarias as que sao mais promissoras, para formacéo de
pastagens na regido, sdo a Urochloa humidicola, vindo em seguida Urochloa decumbens e
por ultimo Urochloa brizantha (CRISPIM et al., 2005). No entanto, a formacéo de pastagens
exoticas ndo visa substituir totalmente as pastagens nativas por cultivadas e sim aumentar a
oferta de pasto nas areas de campo pouco utilizadas (SANTOS et al., 2005).

Na década de 80, houve financiamentos para a formacdo de pastagens nas areas de
cordilheiras, atualmente esta pratica € considerada de alto custo, com elevado impacto
ambiental, como por exemplo, erosdo e empobrecimento do solo, diminuicdo das areas de
refigio em grandes cheias para diversas espécies de animais silvestres, entre outros. Nesse
contexto, a Embrapa Pantanal, em funcéo de aspectos econdémicos e objetivando a reducao de
impactos ambientais, recomenda a implantacdo de pastagens exoticas apenas em areas que
ndo necessitam de derrubadas, tais como areas de caronal (Elyonurus muticus), campos de
fura-bucho (Paspalum lineare) e campo com predominancia de capim vermelho (Andropogon
hypogynus). Estas areas necessitam apenas de um preparo minimo do solo, evitando o
desmatamento de cordilheiras (SANTOS et al., 2005).

Entre as principais gramineas forrageiras nativas consumidas pelos bovinos no
Pantanal arenoso da regido central da Nhecolandia, se sobressaem as espécies Mesosetum
chaseae, Axonopus purpusii, e Hymenachne amplexicaulis consideradas “preferidas” pelo
gado, ou seja, classificadas como espécies que apresentam grau de consumo observado com
regularidade, sempre que disponiveis (SANTOS et al., 2002).

A espécie M. chaseae é uma erva perene, estolonifera, com perfilhamento intenso e

tolerante & seca. Estd graminea apresenta via fotossintética C4 tem ampla distribuicdo no
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Pantanal, sendo encontrada principalmente nas areas de topografia mais elevadas (caronal e
campo cerrado) e em campos limpos esporadicamente inundéveis, apresentando plasticidade
de habito e de desenvolvimento vegetativo nesses ambientes (SANTOS et al., 2002;
ALVAREZ et al., 2004; SILVA, 2008).

Os estudos de Santos et al. (2002, 2005) relatam que dentre as inumeras espécies
forrageiras nativas existentes no Pantanal com potencial produtivo destaca-se a grama-do-
cerrado (M. chaseae), especialmente devido a produtividade, aceitabilidade pelo animal e
resisténcia a seca, além de ser uma espécie com potencial para cultivo e/ou manejo nas areas
de campos mais elevado e de baixa qualidade.

O capim mimoso (A. purpusii) é uma erva perene, que apresenta via fotossintética C4,
possui crescimento cespitoso, e raramente emite estolhos finos (ALVAREZ et al., 2005). E
encontrada principalmente nas areas de campo limpo, é resistente a submersdo temporaria,
mas morre quando sujeita a inundacdo prolongada (ALLEM & VALLS, 1987). Segundo
Santos (2001) esta graminea teve expressiva participacdo na dieta e do grau de desfolha, essa
espécie foi considerada como “preferida” e chave para a ado¢do de planos de manejo das
pastagens nativas da sub-regido da Nhecolandia.

A forrageira H. amplexicaulis, conhecida como capim-capivara € uma graminea
perene e rizomatosa, nativa das Américas Central e do Sul, € uma planta altamente prolifera,
sendo sua propagacao realizada por sementes, estolGes e ainda, por fragmentos de rizoma.
Suas paniculas produzem grande nimero de sementes viaveis, podendo uma Unica panicula,
produzir mais de quatro mil sementes (SILVA et al., 2010a).

Na Australia e Nova Zeléandia, onde foi introduzida como forrageira, a proliferacdo
desta planta daninha estd associada ha graves prejuizos ecoldgicos e custos substanciais
relacionados ao seu controle (LAND & WATER AUSTRALIA, 2012). No Rio Grande do
Sul, Brasil, autores como Sturza et al. (2011) relataram sua ocorréncia como infestante em
areas cultivadas com arroz irrigado. De acordo com Silva et al. (2010a), a boa producéo de
sementes e estoldes combinada com o eficiente metabolismo do nitrogénio, a fim de
promover o crescimento vigoroso de novas folhas e perfilhos, asseguram sua sobrevivéncia e
dificulta seu controle.

H. amplexicaulis € uma graminea hidrofila, ocorrendo em locais mal drenados,
margens de corpos d’agua e areas inundadas por longos periodos, tolerando até¢ 40 semanas de
alagamento em profundidades de até 1,2m (AGRICULTURE & RESOURCE
MANAGEMENT COUNCIL OF AUSTRALIA & NEW ZEALAND, 2000). De acordo com
Kibbler & Bahnisch (1999), o mecanismo de adaptacdo de H.amplexicaulis a inundagéo esta
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baseado na sua capacidade de rapidamente elongar as hastes, formar raizes adventicias, além
de possuir aerénquimas nos tecidos das hastes, folhas e raizes. Outra adaptacdo, sdo que as
sementes desta graminea, por meio de mecanismos de dorméncia, podem sobreviver nos
corpos d’agua e germinar quando o nivel diminuir (CHARLESTON, 2006). Segundo Souza
Filho et al. (2000) a eficiéncia das plantas daninhas em habitar esses locais esta na habilidade
de sobreviverem melhor do que as plantas cultivadas em situacOes de estresse, ou porque
possuem maior capacidade para explorar esses ambientes para o crescimento.

A espécie H. amplexicaulis que apresenta ciclo fotossintético C3, é considerada
preferida provavelmente por apresentar menos estruturas fibrovasculares que as outras
gramineas, sendo mais tenras e de maior digestibilidade (SANTOS et al., 2002). As pastagens
localizadas nas areas mais baixas do mesorelevo do Pantanal, tais como as bordas e interior
das baias possuem forrageiras de melhor qualidade, constituindo num banco de proteina
natural para o gado. Existem espécies que apresentam cerca de 20% de proteina bruta (PB).
Comparando as espécies forrageiras exoticas com as forrageiras nativas existentes nas
baixadas, nota-se que as nativas apresentam qualidade superior em termos de PB e P (fosforo)
(SANTOS et al., 2005).

No manejo dessas pastagens, a utilizacdo de insumos agricolas, principalmente dos
fertilizantes nitrogenados, é inexistente. A fixacdo biolégica de nitrogénio por bactérias
diazétréficas associadas a raizes de gramineas forrageiras encontradas no Pantanal pode
melhorar a produtividade e o valor nutritivo das forrageiras, utilizadas como pastagem
natural, assim como as pastagens exoéticas (braquiaria) na pecudria de corte na regido. Esta
associacao podera contribuir para o desenvolvimento sécio-econdémico pantaneiro, pela
diminuicdo dos custos de producdo, principalmente no cultivo das forrageiras exoticas e na
manutencdo do agroecossistema do Pantanal.

Apesar da grande importancia do nitrogénio na producao das pastagens (PRIMAVESI
et al., 2004), pouco é conhecido sobre a incorporagdo de nitrogénio proveniente da associacao
das bactérias diazotréficas com as forrageiras do Pantanal.

1.3 Bactérias diazotroficas

O nitrogénio (N) é o nutriente mineral requerido em maior quantidade e sua
disponibilidade ¢ um fator importante que limita o crescimento de plantas em ambientes
naturais, bem como agricola (KRAISER et al., 2011). E constituinte obrigatério de

aminoéacidos, proteinas e acidos nucléicos, participando direta e indiretamente de diversos
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processos bioquimicos das plantas (FAGERIA et al., 2003, MALAVOTA & MORAES,
2007).

O processo pelo qual o N circula mediante compartimentos terrestres, como solo,
micro-organismos, plantas, animais, matéria organica do solo, recursos hidricos e ar é
chamado de ciclo do nitrogénio. Dentro deste ciclo a atmosfera representa o reservatorio
principal, visto que tem aproximadamente 78% desse elemento, principalmente como di-
nitrogénio (N2), que, em decorréncia da forca de ligacao entre os atomos da molécula, € uma
forma inerte para a maioria dos seres vivos (REIS et al., 2006). Para que o N atmosférico seja
disponibilizado para a biosfera, é necesséario que a ligacdo tripla entre os dois &tomos de N
seja quebrada e o N, seja reduzido, a aménia (NH3), processo denominado de fixacdo, que
pode ocorrer por meio atmosférico, mediante descargas elétricas; por meio industrial na
producdo de fertilizantes; e por meio da fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN). No entanto, o
processo bioldgico contribui com a maior parte do nitrogénio fixado atualmente no Planeta
(MOREIRA & SIQUEIRA, 2006; VITTI & HEIRINCHS, 2007; HERRIDGE et al., 2008).

A FBN é mediada por microrganismos conhecidos como diazotroficos, ou fixadores
de nitrogénio, os quais possuem um complexo enzimatico denominado de nitrogenase, uma
metaloenzima que cataliza a conversdao de N, a NH3 a temperatura e pressdo ambientes,
utilizando-se de energia celular na forma de adenosina trifosfato (ATP) (REIS & TEIXEIRA
2005; HOFFMAN et al., 2009).

Apenas cerca de 5% das bactérias procaridticas carregam 0s genes responsaveis pelo
processo de fixacdo bioldgica do nitrogénio (RAYMOND et al., 2004). Esta pequena parcela
de procariotos apresenta alta diversidade morfoldgica, fisioldgica, genética e filogenética.
Devido a essa grande diversidade, estes microrganismos sdo encontrados nos mais diferentes
habitats. A maioria de suas espécies é de vida livre, com ocorréncia em todos os tipos de solo,
rizosfera, filosfera, aguas doces e salgadas (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).

Alguns desses fixadores podem se associar a diversas espécies de plantas em
diferentes graus de especificidade levando a classificacdo como bactérias associativas,
endofiticas ou simbidticas (HUNGRIA et al., 2007). Existem bactérias diazotréficas que
estabelecem uma relagdo simbioética, produzindo nédulos radiculares na planta hospedeira,
como os rizobios e espécies do género de Frankia (BHATTACHARYYA & JHA, 2012). E
aquelas que vivem livremente no solo, mas que frequentemente sdo encontradas em regides
do solo que sdo influenciadas pela raiz, como a rizosfera e rizoplano, ou até mesmo dentro de
tecidos de plantas, quando sdo conhecidas como endofiticas (BERG & SMALLA, 2009).
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Acredita-se que a fixacdo bioldgica de nitrogénio realizada por fixadores endofiticos
possuem uma vantagem sobre os diazotréficos associativos, uma vez que ocupam espacos
intimamente interligados ao hospedeiro, onde ndo sofrem estresses ou competicdo com outros
organismos do solo. Desta forma tais microrganismos terdo maior acesso as fontes de
carbono, podendo transferir mais eficientemente 0os compostos nitrogenados para a planta.
Além disso, os endofiticos colonizam nichos protegidos do oxigénio garantindo a
funcionalidade da enzima nitrogenase (DOBBELAERE, 2003; BALDANI et al.,1997). No
entanto a contribuicdo das bactérias de vida livre no solo ou rizosfera ndo deve ser
subestimada, devido ao seu alto nimero e diversidade encontrada (BALDANI & BALDANI,
2005).

Entre as bactérias diazotréficas que ndo formam nodulos quando associadas as plantas,
0 género Azospirillum €, sem duvida, 0 mais estudado (RADWAN et al., 2005). Azospirillum
spp. sdo bactérias Gram-negativas de vida livre, flageladas e fixadoras de nitrogénio. Estes
microrganismos possuem ampla distribuicdo, sendo encontrado em grande ndmero no solo
(acima de 10’ células /g) e em associacdo com raizes, folhas e colmos de plantas (BALDANI
et al., 2005). Eles exibem um metabolismo de carbono e nitrogénio versatil, o que torna bem
adaptado para sobreviver no ambiente competitivo da rizosfera. (STEENHOUDT &
VANDERLEYDEN, 2000).

Além disso, verifica-se que a sobrevivéncia do género Azospirillum no solo, na
auséncia das plantas hospedeiras, esta relacionada a varios mecanismos fisioldgicos de
protecdo, como producdo de melanina, poli-B-hidroxibutirato (PHB), polissacarideos e
formacéo de cistos. Tais mecanismos permitem classificar os representantes deste género em
bactérias rizocompetentes (BASHAN & LEVANONY, 1990; DEL GALLO & FENDRIK,
1994; revisado MOREIRA et al., 2010).

O género Azospirillum foi definido por Tarrand et al. (1978) caracterizado na época
por duas espécies Azospirillum brasilense e A. lipoferum, fixadoras de nitrogénio e que se
associam a raizes de plantas. Hoje o género esta representado por 16 espécies: A. brasilense,
A. lipoferum, A. amazonense, A. irakense, A. halopraeferans; A. largimobile, A.
doebereinerae, A. oryzae, A. milenis, A. canadense, A. zeae, A. rugosum, A. palatum, A. picis,
A. thiophilum, A. rugosum, A. palatum e A. formosense, sendo a maioria diazotrofica. Dentre
as especies do género Azospirillum as espécies mais estudadas sdo A. brasilense e A.
lipoferum, com a estirpe Sp7 (A. brasilense) entre as mais utilizadas em experimentos

envolvendo inoculagdo em gramineas.
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A inoculacdo de sementes com bactérias diazotréficas com o intuito de promover a
FBN em agrossistemas trouxe consideraveis resultados benéficos para a sustentabilidade
global da agricultura (HERRIDGE et al., 2008). O papel da FBN em leguminosas com base
em sistemas de cultivo pode ser observado diretamente como um aumento no rendimento das
colheitas e indiretamente no acimulo de nitrogénio no solo, que posteriormente foi refletida
por um aumento da produtividade de culturas de plantas ndo-leguminosas, especialmente nos
membros da familia Poaceae (Gramineae) (JENSEN et al., 2012).

Nesse sentido, a associacdo de forrageiras com bactérias diazotroficas pode
representar uma das alternativas mais promissoras para promoc¢édo do crescimento das plantas
sem causar prejuizos ao ecossistema pantaneiro, ja que essas bactérias diazotroficas sédo
nativas nos solos ou plantas, ndo interferindo no equilibrio ecoldgico e, portanto

enquadrando-se plenamente na realidade da agricultura sustentavel.
1.4 Fixacao bioldgica de nitrogénio em gramineas forrageiras

A maioria dos estudos de isolamento e identificacdo de bactérias fixadoras de
nitrogénio associadas a gramineas forrageiras ocorreram entre as décadas de 1960 e 1980, o0s
quais evidenciaram a consideravel contribuicdo da FBN nas mesmas. Dentre estes estudos
podemos citar, o realizado por Boddey et al. (1983), utilizando a técnica diluicdo isotopica de
N™, demonstraram que a graminea Paspalum notatum cv. batatais obteve 10 % de seu N (20
kg ha ano™) via FBN. Boddey & Victoria (1986), usando essa mesma técnica, observaram
que U. humidicola e U. decumbens obtiveram 30 a 40 % de N via FBN, correspondendo a 30
e 45 kg ha™ ano™ de N, respectivamente.

Em décadas recentes, Morais et al. (2012) estudando a contribuicdo da FBN em
diferentes genoétipos de Pennisetum purpureum (capim elefante) em Anchieta-ES, Brasil,
demonstraram que quatro gendétipos de capim elefante obtiveram valores entre 18 e 70% de
seu N via FBN, correspondendo uma entrada de 36 e 132 Kg N ha™ ano™, respectivamente.
Quesada (2005) também estudando a FBN em diferentes genotipos de P. purpureum observou
uma contribuicdo da FBN variando em média entre 38,8 e 57,3%. No trabalho de Silva et al.
(2010b) a contribuicdo da FBN pelas bactérias diazotroficas nas pastagens (U. humidicola, U.
decumbens e P. purpureum) variou de 10 a 42 %.

Apesar destas evidéncias, até 0 momento, os estudos na literatura abordando FBN em
gramineas forrageiras ainda sdo escassos. Reis Jr. (2002) salienta a necessidade em pesquisar

a contribuicdo da FBN e diversidade de microrganismos diazotroficos que se associam com
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forrageiras, a fim de se estabelecer o verdadeiro potencial destas bactérias para promover o
crescimento das plantas, pois esta associacdo pode fornecer a planta parte do N responsavel
pelo seu desenvolvimento através do processo da FBN.

No Pantanal Sul-Mato-Grossense bactérias diazotroficas dos géneros Azospirillum,
Herbaspirillum e Bulkrolderia foram isoladas de forrageiras nativas e exoticas tais como:
Elyonurus muticus, Axonopus purpusii, Hymenachene amplexicaulis, Mesosetum chaseae e
Urochloa humidicola (BRASIL et al., 2005; SOUZA, 2010; OLIVEIRA, 2013). Segundo
Brasil et al. (2005) as bactérias diazotroficas pertencentes a estes géneros dentre outros,

poderiam ser responsaveis pela entrada de N no agroecossistema pantaneiro.

1.5 Rizobactérias promotoras do crescimento vegetal — Azospirillum spp

A rizosfera é a zona do solo ao redor da raiz que se encontra sob influéncia imediata
do sistema radicular. Essa zona é rica em nutrientes, devido ao acimulo de uma variedade de
compostos organicos liberados pelas raizes por exsudacdo, secre¢cdo e deposicdo. O
crescimento e atividade microbianos sao intensos na rizosfera, porque 0s compostos organicos
liberados pelas raizes podem ser utilizados como fonte de energia e carbono. Bactérias que se
associam as plantas, colonizando suas raizes, sdo denominadas rizobactérias, e podem ser
classificadas de acordo com seus efeitos sobre o crescimento vegetal: benéficas, deletérias ou
neutras (DOBBELAERE et al., 2003). Quando benéficas, as bactérias colonizam o sistema
radicular e promovem o crescimento vegetal, sendo denominadas rizobactérias promotoras de
crescimento vegetal RPCVs ou PGPR (do inglés, plant growth promotion rhizobacteria).

RPCVs podem estimular o crescimento vegetal atraves de diversos mecanismos de
acdo, exercido diretamente, como por exemplo, a fixagdo bioldgica de nitrogénio; a producéo
de hormdnios de crescimento vegetal (fitormdnios); solubilizacdo de fosfato, producdo de 1-
amino-ciclopropano-1-carboxilato de etilo deaminase para reducdo de etileno nas raizes em
plantas em desenvolvimento, entre outros; ou indiretamente, diminuindo ou prevenindo 0s
efeitos deletérios de microrganismos fitopatogénicos, como a producdo de antibidticos,
siderdforos, glucanases, cianetos e quitinases, competicdo por nicho dentro da rizosfera
(BHATTACHARYYA & JHA, 2012). No geral, acredita-se que as RPCV promovem o
crescimento das plantas pela atuacdo concomitante de maultiplos mecanismos
(DOBBELAERE et al., 2003; MARTINEZ-VIVEROS et al., 2010).

Bactérias diazotroficas do género Azospirillum spp. sdo consideradas RPCV, devido a

sua capacidade para fixar nitrogénio atmosférico, sintetizar fitormonios, enzimas, sideréforos,
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polissacarideos e outras substancias, que podem atuar para melhorar as varias fases do
crescimento da planta (RADWAN et al., 2002).

Muitos relatorios tém mostrado que Azospirillum pode promover o crescimento e
rendimento de inimeras espécies de plantas, principalmente as de importancia agronémica ou
ecoldgicas (OKON & LABANDERA-GONZALEZ, 1994; BASHAN & HOLGUIN, 1997;
BASHAN et al., 2004). O aumento no desenvolvimento das raizes pela inoculacdo com
Azospirillum acarreta numa melhora da absorcdo de agua e nutrientes aumentando, assim, a
capacidade da planta produzir e suportar estresses ambientais, tais como salinidade e seca,
resultando em plantas mais vigorosas e produtivas (BASHAN & HOLGUIN, 1997,
DOBBELAERE et al. 2001; BASHAN et al. 2004). Barassi et al. (2008) relatam também a
melhoria nos parametros fotossintéticos das folhas, incluindo aumento do teor de clorofila e
condutancia estomatica, além da maior producdo de biomassa e da altura das plantas.

Muitos dos efeitos de Azospirillum spp. nas plantas podem ser atribuidos a producéo,
pela bactéria, de fitorménios, substancias promotoras de crescimento, entre elas auxinas,
citocinas e giberelinas, e ndo somente a fixacdo de N (CAVALLET et al., 2000; REIS Jr et
al., 2004). Bashan & Holgin (1997) relatam ser 6bvio que fitormdnios, principalmente o acido
indolacético (AlA), excretados por Azospirillum desempenham papel essencial na promogéo
do crescimento de plantas em geral, devido a maior producdo de matéria seca e o acumulo de
nutrientes observados por plantas inoculadas com estas RPCV.

As auxinas estdo entre os fitormonios produzidos por Azospirillum e outros géneros,
das quais o acido indol-acético (AlA) é a forma mais ativa e melhor caracterizada (CROZIER
et al., 1988). Essa substancia afeta a morfologia das raizes, aumentando o comprimento e 0
namero de pélos radiculares, sendo conhecido por estimular tanto respostas rapidas (aumento
da elongacdo celular) como respostas lentas (divisdo e diferenciacdo celular) nas plantas
(DOBBELAERE et al., 2003).

O AIA pode ser sintetizado através de vias dependentes e independentes de triptofano
(precursor para sintese de AlIA). Entretanto, tipicamente RPCVs sintetizam AIA através da
via do 4cido indole-3-piruvato, utilizando a enzima descarboxilase indol-3-piruvato
codificada pelo ipdC, com a expressdo do ipdC e producdo de AIA ocorrendo na fase
estacionaria, induzida pelo triptofano exogeno (RYU & PATTEN, 2008).

O método colorimétrico é frequentemente utilizado em processos de identificacdo e
selecdo de microrganismos capazes de produzir hormdnios, no qual a concentracdo dos
compostos inddlicos é estimada com uma curva padrdo, previamente preparada com
quantidades conhecidas de AlA puro (BRICC et al., 1991).



23

1.6 Efeitos da inoculacédo de Azospirillum em gramineas

Diante da comprovacdo de que bactérias diazotroficas associadas a plantas nao
leguminosas, principalmente poaceas, sdo capazes de fixar o nitrogénio atmosférico e
produzir substancias promotoras de crescimento, muitos estudos tem buscado avaliar os
beneficios da inoculagdo dessas plantas com as estirpes de bactérias selecionadas pela
pesquisa (REIS Jr. et al., 2011)

Okon & Labandera- Gonzales (1994), baseando-se em dados acumulados de mais de
30 anos pesquisa na area de inoculagdo, concluiram que bactérias do género Azospirillum sdo
capazes de elevar a producdo de importantes culturas nas mais variadas condicdes de clima e
de solo. Entre 60 e 70% dos experimentos levantados por estes autores apresentaram respostas
positivas a inoculacdo com Azospirillum com aumentos no rendimento estatisticamente
significativos na ordem de 5 a 30%.

No Brasil, mesmo em solo com alta populacdo de Azospirillum, foram observadas
respostas positivas nas culturas de milho, sorgo, arroz e trigo a inoculacdo com esta bactéria
diazotréfica (DOBEREINER et al., 1995; MENDONCA et al., 2006). Sala et al. (2005),
observaram que a inoculacdo de bactérias diazotroficas do género Azospirillum e
Herbaspirillum promoveram o crescimento e o acumulo de N em plantas de trigo. No
trabalho de Reis Jr. et al. (2008) a inoculagdo com A. amazonense promoveu maior producéo
de matéria seca e acimulo de N nas raizes de milho. Kuss et al. (2008) constataram que
plantas de arroz irrigado, quando cultivadas em solucdo nutritiva com Azospirillum spp.
apresentaram aumento na producdo de matéria seca da parte aérea.

Poucos experimentos com pastagem foram conduzidos, no entanto os trabalhos
existentes mostram que ha efeito da inoculacdo nesta cultura. Itzigsohn et al. (2000)
mostraram que a inoculacdo de Azospirillum em pastagens tem grande potencial para tornar-
se uma técnica aplicdvel a estes sistemas em condi¢cdes de déficit hidrico e/ou baixa
fertilidade. Apesar de ja existirem, formulacbes de inoculantes de Azospirillum
comercialmente disponiveis, estudos sobre sua utilizacdo, assim como de outras RCPVs em
pastagens, sd0 muito escassos. No entanto, 0 uso destes microrganismos associado a um
adequado manejo do solo, baseados em comparacfes com a aplicacdo de fertilizantes, séo
mais vantajosos economicamente e ndo impactam 0 meio ambiente (OKON &
VANDERLEYDEN, 1997; ITZIGSOHN et al., 2000).

Fallik & Okon (1996) observaram aumento do crescimento panicular e matéria seca de

Setaria italica, cultivada em condic¢des de vaso quando inoculada com A. brasilense. Outros
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experimentos de inoculagdo com Azospirillum citados por Okon & Labandera-Gonzales
(1994) também mostraram efeitos significativos sobre a matéria seca de gramineas forrageiras
como Penisetum americanum, Penisetum purpureum, Panicum maximum e Digitaria
decumbens (Estados Unidos), Setaria italica (Israel), U. mutica (México). No trabalho de
Brasil et al. (2005) grande parte das gramineas forrageiras da regido do Pantanal Sul-Mato-
Grossense (Brachiaria humidicola, Elyonurus muticus e Axonopus purpusii ) inoculadas com
a mistura de bactérias (A. brasilense + A. lipoferum) apresentaram maior producdo de matéria
seca da raiz, da parte aérea e acimulo de N do que o controle sem inoculagéo, porém o efeito
da inoculagdo tornou-se mais evidente aos 60 e 90 dias apds o plantio.

Das bactérias diazotréficas associativas, 0 género Azospirillum foi o mais usado para
producdo de inoculantes comerciais ou experimentais para a agricultura (FAGES, 1994). No
mercado mundial j& foram lancados inoculantes comerciais contendo A. brasilense nos
Estados Unidos (Azo-Green™); na Italia, Alemanha e Bélgica (Zea-Nit™); na Franca (estirpe
CRT1); no México (Fertilizante para Milho), na Argentina (Graminante™ ) e na india vérias
industrias produzem inoculantes contendo Azospirillum para diversas culturas (REIS, 2007).

No Brasil, estd sendo testada uma mistura de cinco espécies de diazotroficos
(Gluconoacetobacter diazotrophicus, Herbaspirillum seropedicae, H. rubrisubalbicas,
Azospirillum amazonense e Burkholderia tropica), um inoculante misto para cana-de-agUcar e
outras gramineas. Os resultados tém mostrado que, com o uso do inoculante, cerca de 30 Kg
de N ha® ano™® podem deixar de ser aplicados (Reis Jr. & Reis, 2009). O inoculante
desenvolvido para cana de agUcar foi resultado da pesquisa realizada por Oliveria et al. (2006)
que observou em experimentos de campo, incrementos de até 24,7% na produtividade e
31,4% na producdo da matéria seca das plantas inoculadas com essa mistura de bactérias.

A Embrapa Soja e a UFPR selecionaram e avaliaram estirpes de Azospirillum para as
culturas do milho e trigo, seguindo os protocolos da legislacdo brasileira. Os resultados
apresentados neste estudo resultaram na autorizacao das estirpes de A. brasilense Ab-V4, Ab-
V5, Ab-V6 e Ab-V7 para a producdo de inoculantes para a cultura do milho, uma vez que
obtiveram com a inoculacdo incrementos no rendimento de gréos de 24% a 30% em relacdo
ao controle nédo inoculado. Para a cultura do trigo, as estirpes Ab-V1, Ab-V5, Ab-V6 e Ab-V8
foram as mais efetivas, resultando em um incremento na produtividade de 13% a 18%. Em
uma segunda etapa do estudo, ensaios a campo avaliaram as estirpes Ab-V5 e Ab-V6 de A.
brasilense em veiculo liquido e turfoso e observou-se um aumento médio na produtividade de
milho de 26% e de 31% na do trigo (HUNGRIA et al., 2010; HUNGRIA, 2011).
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Como resultado dessa pesquisa, foi langado o primeiro inoculante comercial para
milho, disponivel no mercado brasileiro. Os fabricantes de Masterfix Gramineas™ apontam
um potencial para a economia de até 50% na utilizacdo de fertilizantes nitrogenados
industriais (AGROLINK, 2009). Recentemente, a Embrapa Soja em parceria com a Total
Biotecnologia langou um novo inoculante a cultura do milho e o primeiro inoculante para a
cultura do trigo no Brasil. Azo Total® é um inoculante que contém as estirpes Ab-V5 e Ab-
V6 de A. brasilense e moléculas protetoras para as condigdes tropicais (AGROLINK, 2011;
HUNGRIA, 2011).
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2 OBJETIVOS GERAIS

Selecionar bactérias do género Azospirillum com potencial para a inoculacao e avaliar
o efeito da inoculacdo destas no crescimento de trés gramineas forrageiras (Axonopus

purpusii, Mesosetum chaseae e Hymenachne amplexicaulis).

2.1 Objetivos especificos

e Identificar geneticamente os isolados bacterianos através do método de PCR a partir
de iniciadores especificos para o género Azospirillum.

e Auvaliar in vitro a capacidade de fixacdo bioldgica de nitrogénio e producdo de acido
indolacético por bactérias diazotréficas do género Azospirillum isoladas de
gramineas forrageiras nativas do Pantanal Sul-Mato-Grossense.

e Selecionar bactérias com potencial para inoculacdo a partir dos resultados
verificados para AIA e FBN.

e Avaliar sob condicdo de casa de vegetacdo o efeito da inoculacdo de Azospirillum
spp., sobre o crescimento de trés gramineas forrageiras (Axonopus purpusii,

Mesosetum chaseae e Hymenachne amplexicaulis).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Origem dos isolados e crescimento microbiano

As bactérias diazotroficas utilizadas no presente estudo foram isoladas de trés
pastagens nativas do Pantanal Sul-Mato-Grossense: Axonopus purpusii, Mesosetum chaseae e
Hymenachne amplexicaulis, em coletas feitas nos meses de marco e julho de 2008 (SOUZA,
2010) e nos meses de margo e agosto de 2010 (OLIVEIRA, 2013). As gramineas nativas
foram coletadas na éarea da fazenda Nhumirim localizada na sub-regido da Nhecolandia,
pertencente a Embrapa Pantanal, Corumba - MS, situada a 18° 59°S e 56° 39°W. O isolamento
baseou-se em técnicas descritas por DObereiner et al. (1995). A origem desses isolados esta
ilustrada na Tabela 1.

Tabela 1- Origem de bactérias diazotréficas isoladas de forrageiras nativas do Pantanal Sul-Mato-
Grossense e origem de estirpes tipo.

FORRAGEIRA ISOLADO BACTERIANO

Hymenachene amplexicaulis HAIL, HAI3, HAI5, HAI6, HRI16, HRI27, HRI18, HRI19,
HRI24, HAI25, HRI32, HAI35, HAI48, HRI49, HAIS0,
HAI51, HAIS2, HAI53

Mesosetum chaseae AZM22, AZM25, AZM26, AZM27, AZM28, AZM?29,
AZM30, AZM31l, AZM38(1), AZM38(2), AZM39, MRI5,
MRI9
Axonopous purpusii AZM8, AZM15, MMRI6
Estirpes tipo de referéncia Espécie Origem de isolamento e
referéncia
Sp7 (BR11001T)™ A. brasilense Rizosfera de Digitaria
decumbens (Tarrand et al.,
1978)
Sp59 (BR11080T)Y A. lipoferum Rizosfera de Triticum aestivum

(Tarrand et al., 1978)

@ BR — Colec#o de Cultura da Embrapa Agrobiologia
Fonte: Produgéo propria (2013)

Os isolados bacterianos foram crescidos em meio Dygs, por 24 horas, sob agitacdo
constante de 100 rpm a 30 °C. Aliquotas de 20 pL do cultivo foram transferidos e crescidos
no periodo de 3 a 5 dias em meio semi-solido NFb, semi-especificos para Azospirillum spp.
Posteriormente, foram passados para meio batata sélido, para verificar a presenca de
contaminantes. Esse processo foi repetido até que se certificasse que todos os isolados

estivessem puros e viaveis para que os mesmos pudessem ser utilizados no presente trabalho.
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3.2 ldentificacdo genética dos isolados bacterianos a partir de iniciadores especificos
para o género Azospirillum

3.2.1 Extragéo de DNA dos isolados bacterianos

O DNA dos isolados foi extraido com a utilizacdo do Pure Link Genomic DNA Mini

Kit da marca Invitrogen, seguindo as instrucdes do fabricante.

3.2.2 Reagcdo em cadeia da polimerase utilizando o par de iniciadores AZ16S-A
(complementar A2324f e reverso A25r) (SHIME-HATTORI, et al., 2011)

Apbs a extracdo de DNA procedeu a PCR contendo 2,5 pL de 10 X tampdo, 1,5 mmol
L™ MgCly, 0,25 mmol L™ de cada dNTP, 0,02 pmol L™ de cada iniciador (A2324f e A25r),
2,5 unidades de Taq DNA polimerase e 10 uL DNA bacteriano bruto em um volume total de
25uL. As condicdes de termociclagem foram: 3 min de desnaturacdo incial a 94 °C seguido
por 35 ciclos de 30s de desnaturacao a 49 °C, 30 s de recozimento a temperatura de 58 °C e
extensdo de 1 min a 72 °C com extensdo final de 5 min a 72 °C. As sequéncias do par de
iniciadores Az16 -A s@o: 5’GCGGTAATACGAAGGGGGCK para A2324f (iniciador
complementar) e 5’CTTGTCACCGGCAGTTCCACCAG para A25r (iniciador reverso).

Apresentando um amplicon de 646 pb.
3.3 Avaliacdo da Fixacéo Biologica de Nitrogénio por isolados do género Azospirillum

A capacidade de FBN dos isolados do género Azospirillum e das estirpes de referéncia
do género foi avaliada através do método semi-micro Kjeldhal (TEDESCO et al., 1995) com
algumas modificacdes (GALVANI & GAETENER, 2006). A avaliacdo seguiu a metodologia
proposta por Kuss et al. (2007) com modifica¢fes descritas a seguir:

As culturas puras foram inoculadas e cultivadas por 24 h a 30 °C em meio Dygs. Apos
0 crescimento estas tiveram sua densidade Otica ajustada para 0,5 em espectrofotdbmetro a 600
nm. Aliquotas de 600 pL da solugdo de resultante foram colocados em frascos com 10 mL de
meio NFb semi-solido, em triplicatas, incubados a 30 °C por cinco dias. Ap0s 0 crescimento
bacteriano, foram armazenados em congelador a -14 °C até que fossem analisados. Procedeu-
se a ruptura das células, para liberacdo do conteddo celular, tendo-se retirado os tubos do
congelador e os aquecido em microondas por 15 segundos por frasco. Posteriormente, 4,0 mL
de cada amostra (meio + conteudo celular) foram vertidas em tubos para digestéo,

adicionando-se a cada tubo com as células lisadas cinco pérolas de vidro, 0,33 g da mistura
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catalitica (proporcéo de 10 g de NaSO, para 0,5 g de CuSO,4.5H,0) e 2,0 mL de H,SO,, nesta
ordem. Os tubos foram aquecidos em bloco digestor por 2 horas, a 180 °C, e a temperatura foi
elevada gradativamente para 400 °C, mantida até que a mistura apresentasse a cor verde-claro.
Ao atingir a cor, aguardou-se gque a temperatura da mistura reduzisse até aproximadamente 40
°C e adicionou-se 2,0 mL de &gua deionizada a cada tubo. Como controle, utilizou-se meio de
cultura sem inoculagéo.

Apbs o processo de digestdo, procedeu-se a destilacdo com 6,20 mL de NaOH a 40 %
que foi adicionado a cada tubo. O destilado foi para os erlenmeyers (vol. 50 mL) ja
previamente com 1,24 mL da mistura de &cido bérico a 2 % (100 g de &cido bdrico
dissolvidos em 10 L de &gua destilada) e os indicadores mistos (70 mg de vermelho de metila
e 100 mg de verde de bromocresol dissolvidos em 200 mL de metanol). Por altimo, procedeu-
se & titulacdo das amostras contidas nos erlenmeyers com &cido cloridrico a 0,01 mol L™ para
quantificacdo do N total (Nt). O célculo de Nt fixado foi apresentado em microgramas por
mililitro de meio.

Os resultados referentes a avaliacdo do potencial de fixacdo biologica de N, pelos
isolados foram submetidos a andlise de variancia, e a comparacdo de médias pelo teste de
Tukey a 0,01 % de probabilidade.

3.4 Andlise da producdo de hormdnio de crescimento (AIA — acido indolacético) por
isolados do género Azospirillum

A capacidade de producéo de AIA por isolados do género Azospirillum e das estirpes
de referéncia do género foi analisada pela utilizacdo da metodologia colorimétrica descrita por
Sarwar & Kremer (1995) com modifica¢bes descritas por Reis Jr. et al. (2004).

As culturas puras de bactérias foram inoculadas e cultivadas por 24 h a 30 °C em meio
NFb contendo 0,1 % de NH4Cl (sem extrato de levedura, vitaminas biotina e azul de
bromotimol). Ap6s o crescimento, estas tiveram sua densidade 6tica ajustada para 0,5 a 500
nm. Da suspensdo resultante foram adicionados 2,0 mL em 28 mL de meio de crescimento, 0
mesmo NFb acrescidos de 100 ng mL™ de triptofano filtrado em millipore (0,2 um), dispostos
em erlenmeyers de 50 mL. Foram utilizadas duas repeticbes para cada isolado. Os
erlenmeyers foram incubados no escuro por 72 h a 30 °C. Apos este periodo, para a analise de
auxinas as culturas foram ajustadas para 10® células mL™ a 436 nm de absorbancia com agua
estéril. Posteriormente aliquotas de 1,0 mL foram retiradas da solucéo diluida e colocadas em

eppendorf estéreis de 1,5 mL (volume) e centrifugadas a 10.000 rpm por 15 minutos. Uma



30

aliquota de 150 uL do material centrifugado foi aplicada em placas de poliestireno
(capacidade para 300 uL) devendo reagir com 100 pL do reagente de Salkowisk (1,0 mL de
FeCl3.6H,0 0,5 M em 50 mL de HCIO, 35%) previamente preparado. Apds incubacdo no
escuro a temperatura ambiente por 30min, observou-se a formagdo de uma cor résea e as
leituras de absorbéancia foram realizadas utilizando um espectrofotdmetro Labsystem
Multskan Plus (Labsystems Oy, Helsinki, Finlandia) dotado de um filtro de interferéncia de
492 nm e os dados armazenados e processados pelo programa Labsystems Transmit Multskan
Plus for Windows. A concentracdo do AIA pode ser estimada com uma curva-padrdo
previamente preparada com quantidades conhecidas do auténtico AIA (0; 25; 50; 100; 200;
500, 1000 pM), de acordo com a equagdo y= 910,75x - 0,0975 (R?=0,998). Também foram
utilizadas duas repeti¢Oes para cada concentracdo de AlA.

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia, e a comparacdo de
médias pelo teste Tukey a 0,01 % de probabilidade.

ApoGs as analises estatisticas dos resultados obtidos para AIA e FBN, as bactérias
foram selecionadas para serem utilizados no experimento de inoculagéo.

Como observacao para esse estudo, os isolados HAI5 e HRI17 ndo foram usados nas
analises da capacidade de fixacdo bioldgica de nitrogénio e producdo de acido indolacético,

porque as mesmas apresentavam-se contaminadas.

3.5 Efeito da inoculacédo de Azospirillum spp. no crescimento de forrageiras oriundas do
Pantanal da Nhecoléndia cultivadas em vasos

Para avaliar o efeito da inoculacdo de bactérias do género Azospirillum foi conduzido
experimento em vasos em casa de vegetacao, utilizando como substrato solo deste bioma. O
solo e as mudas das trés gramineas forrageiras usadas no experimento foram coletadas na
fazenda Nhumirim, sub-regido da Nhecolandia, pertencente a Embrapa Pantanal, localizada
na latitude 18°59' S e longitude 56°37' W, ocupando uma area de 4.130 ha.

As mudas das plantas foram coletadas nas invernadas 5 caracterizadas por campo
limpo em é&rea livre de inundacdo (Mesosetum chaseae), invernada 19 caracterizada por
campo limpo também, porém em area sujeitas a inundac6es sazonais (AXonopus purpussi) e
invernada 6 (area de reserva) caracterizada por borda de baia em &rea Umida inundada
(Hymenachne amplexicaulis) (Figura 2) ( BAZZO et al., 2010).
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Figura 2 - Localizacdo da area em estudo com delimitacdo de invernadas.

H. amplexicaulis

Mesosetum

A purpusii

Fonte: Bazzo (2010)

O solo do Pantanal é predominantemente do tipo Podzol Hidromorfico, contendo em
média 0,5% de matéria organica e 2% de argila (EMBRAPA, 1999). As condi¢des quimicas e
fisicas do solo nos 20 cm superficiais estdo arroladas nas tabelas 2 e 3. No solo coletado,
também foram feitas contagens de bactérias diazotréficas com o meio de cultivo NFb pelo
método NMP (DOBEREINER et al., 1995) e foram encontradas em torno de 3,0x10° células
g™ de solo. O solo foi peneirado e 6,0 L foram colocados em vasos com capacidade para 8,0
L. As espécies de gramineas nativas avaliadas foram: Mesosetum chaseae, Axonopus purpusii

e Hymenachne amplexicaulis.

Tabela 2 - Andlises quimicas de amostra do solo tipo Podzol Hidromorfico na profundidade de 0-20

cm.
pH H+AI Al Ca Mg K Na P Mn Fe Cu Zn
H,O meqg/100cm® cmolc/dm? mg/L
53 1,5 0,2 0,29 0,07 0,045 0,02 6,705 59 319,76 2,23 2,7

Tabela 3 - Analises fisicas de amostra do solo tipo Podzol Hidromdrfico na profundidade de 0-20 cm.

Areia grossa Areia fina Areia total Silte Argila
32,22 % 61,23 % 93,45% 5,03% 1,52%
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3.5.1 Inoculagéo das plantas

Antes da inoculacdo, foi realizada a contagem de microrganismos em placas no
periodo de 12, 24, 36 e 48 horas, com 0 objetivo de estimar o nUmero de bactérias presentes
no meio de cultura, ou seja, o tempo que ela atingiria 10° céls mL™ de meio. Sendo este o
ndmero que seria inoculado nas mudas de plantas.

Para a producédo do inoculante, as bactérias do género Azospirillum foram cultivadas
em meio Dygs por 24 horas (HAI52, HAI6, AZM15, HAI3, Sp7 e Sp59) e 36 horas (MRI9) e
1,0 mL dessa suspensdo contendo 10° células mL™ foram inoculadas nas raizes das mudas de
plantas (Fotografia 1-A) Estas mudas foram previamente lavadas em &gua corrente e podadas
(raiz e parte aérea) para que as mesmas tivessem tamanho e volume semelhantes (Fotografia
1-B).

Fotografia 1 - Inoculagdo de Azospirillum spp. em gramineas e mudas de forrageiras de tamanho e
volume semelhantes.

Fonte: Produgdo propria (2013).

3.5.2 Delineamento experimental

O delineamento experimental foi em blocos ao acaso com quatro repeti¢cdes e oito
tratamentos (Controle sem inoculagdo, inoculacdo da bactéria com menor producdo de AlA e
FBN (HAI6), inoculacdo da bactéria com maior producdo de AIA e FBN (HAI52), inoculagéo
da bactéria intermediaria para FBN e AIA (MRI9), inoculagédo da estirpe de referéncia para A.
brasilense (Sp7), inoculagéo da estirpe de referéncia para A. lipoferum (Sp59), inoculagédo da
bactéria com maior producdo de AIA (HAI3), inoculacéo da bactéria com maior producéo de



33

FBN (AZM15), em trés espécies de plantas: Mesosetum chaseae, Axonopus purpusii e
Hymenachne amplexicaulis (Fotografias 2 e 3). As plantas foram irrigadas diariamente, cinco

vezes ao dia, com agua, ndo havendo a utilizacéo de solucédo nutritiva.

Fotografia 2 - Experimento visando ver o efeito da inoculagéo de bactérias do género Azospirillum
no crescimento de trés gramineas forrageiras (Mesosetum chaesea, Axonopus purpusii
e Hymenachne amplexicaulis) com cinco dias ap6s a inoculagdo de suspensdes
bacterianas.

Fonte: Producgdo propria (2013).

Fotografia 3 - Experimento visando ver o efeito da inoculacdo de bactérias do género Azospirillum
no crescimento de trés gramineas forrageiras (Mesosetum chaesea, Axonopus purpusii
e Hymenachne amplexicaulis) com trinta e um dias apés a inoculagdo de suspensdes
bacterianas.

Fonte: Producéo prépria (2013).
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3.5.3 Anélises dos parametros avaliados

As avaliagBes foram realizadas 31 dias ap0s a inoculagdo. Os parametros avaliados
foram: altura das plantas, matéria seca da parte aérea (MSPA), matéria seca das folhas (MSF),
matéria seca do colmo (MSC), relacdo matéria seca folha/colmo (MSFC), N total e proteina

bruta acumulada na parte aérea e volume de raiz (VR).
A. Altura da planta

As forrageiras de cada vaso foram retiradas e suas raizes foram lavadas sobre uma
série de peneiras de malha decrescente (malha 10 de 2,0 mm e malha 40 de 425 pum) para a
eliminacdo do solo. A altura das plantas foi mensurada em centimetros (cm) utilizando-se de
fita métrica. A altura da forrageira H. amplexicauilis foi medida a partir da base do colo até a
gema apical mais alta. Ja a altura das forrageiras M. chaseae e A. purpusii foram medidas do
inicio da haste até a altura da folha mais alta.

Posteriormente, as plantas foram seccionadas em folha, colmo e raiz para que o0s
parametros a seguir fossem avaliados. Porém, a espécie M. chaseae foi seccionada em mais
uma seccdo denominada parte morta, sendo que esta parte ndo foi utilizada para as analises

decorrentes.
B. Volume de raiz

O volume da raiz foi mensurado utilizando-se de uma proveta com volume de agua
conhecido (300 mL), onde as raizes foram mergulhadas para registro do volume deslocado em

cm?,

C. Matéria seca parte aérea, matéria seca folha, matéria seca colmo e relacdo matéria
seca folha/colmo.

As folhas, raizes e colmos de cada tratamento foram acondicionadas em sacos de
papel devidamente identificado, e pesadas em balanca eletronica. Posteriormente, foram
levados para a secagem em estufa de circulagéo forcada de ar a 70 °C durante 72 horas. Apos

este periodo, os materiais foram novamente pesados para determinagao do peso seco.
D. Nitrogénio total e proteina bruta acumulada na parte aérea

O nitrogénio total e proteina bruta acumulada na parte aérea foram avaliados pelo
método de Kjeldahl (TEDESCO et al., 1995) com algumas modificagcbes (GALVANI &
GAETENER, 2006).
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E. Anélise estatistica

Os resultados dos pardmetros avaliados foram submetidos a analise de variancia e
quando significativos foi realizado o teste Tukey a 5% de probabilidade. E quando as médias

ndo diferiam no teste Tukey foi utilizado o teste T (P<0,05).
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Identificacdo genética dos isolados bacterianos a partir de iniciadores especificos
para o género Azospirillum

Através do uso do método de PCR observou-se que 94,2% dos isolados avaliados no
presente trabalho, com excecdo dos isolados AZM8 e HAIL, apresentaram a banda de
tamanho (aproximadamente 650 pb) correspondente ao descrito por Shime-Hattori et al.
(2011) e semelhantes as estirpes de referéncia utilizadas (Sp7 e Sp59), e diferentes dos quatro
controles negativos utilizados (Bradyrhizobium sp.; Ralstonia sp.; Burkholderia sp.,
Chryseobacterium indologenes) (Fotografias 4, 5, 6 e 7).

Esses resultados sdo fortes indicios de que a maioria dos isolados pertencem ao género
em estudo. Além disso, os resultados foram condizentes com os observados na visualizacao
morfolodgica, pois os dois isolados considerados negativos (banda de tamanho diferente ou
auséncia de banda) mostraram morfologia da col6nia diferentes da caracteristica para espécies
do género, muito provavelmente ndo se trate de estirpes de Azospirillum.

Atualmente uma etapa importante no processo de caracterizacdo e descricdo de
isolados é o uso de técnicas moleculares. Informagdes genéticas associadas as fenotipicas
geram informagBes mais detalhadas sobre o isolado e permitem uma abordagem polifésica
(REIS et al., 2010)

Nesse estudo foi utilizado o par de iniciadores Az16S-A (complementar A2324f e
reverso A25r) que foi recentemente desenvolvido para facilitar a deteccdo e identificacdo de
isolados de Azospirillum dentro das populac@es de bactérias da rizosfera. Este método de PCR
provavelmente serve como uma ferramenta Util para analisar a diversidade e ecologia de
populacdes do género (SHIME-HATORI et al., 2011), além da identificacdo mais precisa

desse grupo de microrganismos.
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Fotografia 4 - Gel A - Perfil de amplificacdo gerados a partir de iniciadores especificos para o género
Azospirillum: P (Padrdo- Marcador 1 Kb); 1 (branco); 2 (Sp7); 3 (Sp59); 4 (AZM27);
5 (AZM28); 6 (AZM30); 7 (HAI3); 8 (HAI5); 9 (HAIB); 10 (HAI25); 11 (HAI35); 12
(HRI149).
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Fonte: Producdo prépria (2013)

Fotografia 5 - Gel B - Perfil de amplificacdo gerados a partir de iniciadores especificos para o género
Azospirillum: P (Padrdo- Marcador 1 Kb); 1 (HAI50); 2 (HRI16); 3 (HRI27); 4
(HRI18); 5 (HRI19); 6 (HRI124); 7 (HRI132); 8 (Bradyrhizobium sp.); 9(Ralstonia sp.);
10(Burkholderia sp.); 11(Chryseobacterium indologenes).
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Fonte: Producgéo prépria (2013)



38

Fotografia 6 - Gel C - Perfil de amplificacdo gerados a partir de iniciadores especificos para o género
Azospirillum: P (Padrdo- Marcador 1 Kb); 1 (AZM8); 2 (AZM15); 3 (AZM22); 4
(AZM25); 5 (AZM26); 6 (AZM29); 7 (AZM31); 8 (AZM38(1)); 9 (AZM38(2)); 10
(AZM309); 11 (MRI9); 12 (MMRI6); 13 (Sp7).
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Fonte: Producgéo propria (2013)

Fotografia 7 - Gel D - Perfil de amplificacdo gerados a partir de iniciadores especificos para o género
Azospirillum: P (Padrdo- Marcador 1 Kb); 1 (Branco); 2 (MRI5); 3 (HAIL); 4
(HAI48); 5 (HAI51); 6 (HAI52); 7 (HAI53).
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Fonte: Producdo propria (2013)
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4.2 Avaliacéo da Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio por isolados do género Azospirillum

Os valores de N total, em meio de cultura, apresentaram grande faixa de variacdo, de
25,86 a 51,26 pg mL™ (Tabela 4). Santos et al. (2009) testaram 25 isolados de Azospirillum
spp. (oriundos de pastagens) quanto a FBN pela técnica de reducdo de acetileno, que
apresentaram, como neste experimento, ampla faixa de variacéo, de 26 a 256 nmoles C,H4 h™.
Grandes variacdo da atividade da nitrogenase de isolados naturais foram também observadas
por Han & New (1998), entre os membros da populacdo amostrais coletadas em trigo,

apresentando de 0 a 154,9 nmol C,H4 mg proteina™® h ™.

Tabela 4 - Valores de nitrogénio total, obtidos em meio de cultura semi-sélido NFb, com inoculagdo
de bactérias do género Azospirillum, isoladas de forrageiras nativas do Pantanal Sul-Mato-

Grossense .

Isolados N total (ug/mL)
AZM15 51,26a
AZM?29 50,79a
AZM?22 49,14ab
HAI152 48,55abc
HAI50 48,14abc
HAI51 46,67abcd
AZM31 45,85abcde
AZM27 44.62abcdef
Sp59 44 53abcdef
HAI3 43,67abcdefg
AZM28 43,26abcdefgy
AZM38 2 43,20abcdefg
HRI116 42 56abcdefg
AZM25 41,62abcdefg
Sp7 41,38abcdefgh
HRI24 40,09bcdefgh
HRI19 39,44bcdefgh
HAI25 38,62cdefgh
MRI9 37,50defgh
AZM39 37,03defgh
HRI118 36,86defgh
AZM26 36,68defgh
HAI35 36,62defgh
AZM30 36,62defgh
MRI5 36,39%fgh
HAI53 36,15efgh
HRI149 36,10efgh
HRI32 34,92fghi
MMRI6 34,62fghi
AZM38 1 34,33ghi
HAI48 31,33hi
HAIB 25,86i
CV(%) 6,8

@ Médias seguidas por letras iguais, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey

a 0,01% de probabilidade.

Fonte: Producgéo prépria (2013)
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Dos 30 isolados testados quanto a FBN, destacaram-se o0s isolados AZM15 (51,26 ug
mL™) e AZM22 (49,14 pg mL™) com maiores valores, inclusive em relagdo aos padrdes
utilizados de A. lipoferum (44,52 ug mL™) e A. brasilense (41,38 pg mL™) (Tabela 4). No
trabalho de Cardoso (2008) os valores de N total fixado por bactérias do género Azospirillum,
em meio NFb e LGI, variaram entre 5,18 e 22,8 ug mL™. Kuss et al., (2007) obtiveram
valores de N total em uma faixa de variacéo, de 5,56 a 12,99 ug mL™, em isolados obtidos em
meio NFb (especifico para Azospirillum spp.) oriundos das raizes de arroz, sendo que as
estirpes padrdes Azospirillum brasilense e Azospirillum lipoferum obtiveram valores
significativamente maiores em relacdo aos outros isolados, 41,09 e 46,82 pug mL™,
respectivamente. Como observado, apesar de ambos os trabalhos obtiverem resultados
semelhantes para as estirpes padrées houve grande disparidade em relacdo a capacidade dos
isolados em fixar nitrogénio que foi maior neste estudo, utilizando a mesma metodologia de
quantificacdo de N total pelo método kjeldahl (TEDESCO et al., 1995).

Bactérias do género Azospirillum spp. possuem um complexo enzimatico denominado
nitrogenase, que cataliza a conversdo do N atmosférico em amonia, sob condicdes
microaerofilas e com baixos niveis de N. (STEENHOUDT & VANDERLEYDEN, 2000).

Avancos significativos ocorreram na area da FBN em gramineas com a descoberta do
meio semi-solido NFb, pelo grupo da Dra. Johanna Dobereiner na década de 70 (OLIVEIRA
et al., 2002). Elaborado sem fonte nitrogenada, a condi¢do de semi-solido cria um ambiente
com baixo nivel de oxigénio, semelhante ao que ocorre em nichos no solo ou na planta, onde
estdo localizadas bactérias diazotréficas microaerofilicas associadas a raizes de plantas. No
presente estudo os valores de N total foram utilizados para avaliar a capacidade de fixacéo
biologica de N, pelas bactérias em meio de cultura semi-solido NFb. O método segue o
principio de que o meio de cultura em que as bactérias foram incubadas é livre de nitrogénio

e, portanto, o N presente no meio provém da sua fixacéo.

4.3 Analise da producéo de hormdnio de crescimento vegetal (AlA — &cido indolacético)
por isolados do género Azospirillum

Todos os isolados testados foram capazes de produzir AlA. A quantidade de AIA
produzida variou de 107 a 1038 uM. Os maiores valores foram obtidos pelos isolados HAI3
(1038,61 uM), HAI52 (1027,68 uM) e AZM15 (963,27 uM), sendo o0s dois primeiros isolados
da espécie Hymenachne amplexicaulis e o terceiro isolado da Axonopus purpusii (Tabela 4).
As concentracOes de AlA produzida pelos isolados foram de maneira geral, maiores que a das

estirpes de referéncia utilizadas nesse estudo e que a maioria dos resultados encontrados na



41

literatura para o género. De acordo com Radwan et al. (2004) as estirpes de Azospirillum
produziram de 300 a 500 uM de AIA. Mascarua-Esparza et al. (1988), obtiveram valores de
205 uM a 428 uM para A. brasilense e 28,54 a 97,03 uM para A. lipoferum, ambas espécies
isoladas de raizes de cactaceas no México. Crozier et al., (1988), que também estudaram a
producdo de AIA por isolados de A.lipoferum e A. brasilense oriundos de raizes de milho
obtiveram valores de 0,0 a 85,9 uM e 7,99 a 140,97 uM, respectivamente.

Tabela 4 - Producdo de acido indolacético (AIA) por bactérias do género Azospirillum, isoladas de
forrageiras nativas do Pantanal Sul-Mato-Grossense ©.

Isolados AlA (uM)
HAI3 1038,61a
HAI52 1027,68a
AZM15 963,27ab
AZM38 2 802,125abc
HRI18 754,46abcd
MRI5 712,565abcde
HAI48 631,505bcdef
AZM28 603,725bcdefg
AZM38 1 575,95cdefgh
HAI51 501,65cdefghi
AZM27 501,27cdefghi
MRI9 451,635cdefghij
AZM?26 445 215cdefghij
HAI50 414,505defghij
HRI16 397,755defghij
AZM30 384,24efghij
HAI53 381,805efghij
HRI19 359,865efghij
AZM22 333,69fghij
HAI25 311,455fghij
HRI32 296,06fghij
MMRI6 281,705fghij
HAIG 267,345fghij
AZM25 246,21ghij
HRI49 232,25hij
HRI24 223,875hij
Sp7 214,705hij
AZM29 181,19ij
AZM31 151,645ij
Sp59 141,72ij
HAI35 136,66ij
AZM39 107,02j
CV(%) 17,5

@ Médias seguidas por letras iguais, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey
a 0,01% de probabilidade.
Fonte: Producéo prépria (2013)

No trabalho de Reis Jr. et al. (2004) isolados da espécie A. amazonense associados a
Urochloa spp. produziram de 35 a 110 uM de AIA. Cardoso (2008) constatou que estirpes de
Azospirillum isoladas de arroz produziram de 5,67 ¢ 119,72 ug AIA mL™. Em estudo recente

realizado por Silva et al., (2013) isolados oriundos de raizes de Urochloa brizantha
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produziram AIA em uma faixa de variacio de 0,39 a 195 pg mL™, sendo que a maior
concentracdo de AIA entre os isolados de Azospirillum foi de 167,19 pg mL™.

A estirpe de A. brasilense (Sp7) produziu maior quantidade de AIA que a estirpe de A.
lipoferum (Sp59) (Tabela 4). Corroborando aos resultados obtidos no presente estudo,
Radwan et al. (2002) obtiveram uma producéo de 378,7 uM de AIA para a estirpe de A.
brasilense (Cd) e 229,2 UM de AIA para a estirpe de A.lipoferum (Brl7) em meio de cultura
suplementado com triptofano. Wisniewski-Dyé et al. (2012) através de analises de HPLC
(Cromatografia liquida de alta performance) de compostos indolicos em sobrenadantes de
cultura, também confirmaram a capacidade de estipes de A. brasilense, Sp245 (isolada do
trigo no Brasil) e CBG497 (isoladas de milho no México) de produzir niveis elevados de AIA
em presenca de triptofano, ao passo que niveis muito baixos sdo produzidos por 4B (estirpe de
A. lipoferum isolada do arroz na Franca) e B510 (estirpe de Azospirillum sp. isolada do arroz
no Japdo). No mesmo trabalho, estudos de comparacdo genémica revelaram que o gene
ppDC/ipDC, que codifica uma enzima chave envolvida na biossintese de AlA através da via
biossintética acido indole-3-piruvato (IPyA), esta presente nos genomas de ambas as estirpes
de A. brasilense, Sp245 e CBG497, mas ausentes no genoma de 4B e B510.

Esses resultados sdo de grande relevancia, pois a producdo de hormodnios vegetais,
como o0 4&cido indolacético, por bactérias diazotréficas pode ter influéncia positiva no
crescimento de plantas como tem sido evidenciados em diversos estudos (BASHAN et al.,
2004; YASMIN et al., 2007; VASCONCELLOS et al., 2010). O principal efeito do AIA é
promover o crescimento de raizes e caules, através da divisdo e diferenciacdo das células
recéem-formadas nos meristemas. Esse efeito depende, entretanto, da concentracdo do
horménio. Em concentra¢bes muito altas, a auxina inibe a elongacdo celular e, portanto, o
crescimento do 6rgdo. Diversos mecanismos estdo envolvidos na interacdo
planta/bactéria/ambiente, dessa forma cada caso deve ser buscado especificamente.

Segundo Pedraza et al. (2004) a quantidade de AIA produzida por estirpes bacterianas
depende de diversos fatores. Como por exemplo, a espécie que estd em estudo e as condi¢Bes
em que o0 microrganismos estdo sendo cultivados (como a presenca ou auséncia do precursor
L-triptofano, oxigenacdo, pH e a fase de crescimento em que se encontra a bactéria), os quais
podem influenciar na producdo do hormdnio vegetal.

Os isolados bacterianos do estudo foram originados de plantas nativas do solo
pantaneiro, de baixa fertilidade que se encontra sobre constante estresse causado pelos
regimes de seca e cheia, 0 que possivelmente pode ter favorecido a adaptacdo genética por

muitos desses isolados, que em condic¢des in vitro demonstraram elevada capacidade de
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producéo de AIA. De acordo com Ona et al. (2005) o AlA é produzido somente sobre fatores
de estresse, incluindo falta de carbono e tensdo de oxigénio na fase estacionaria de
crescimento. Além do que, bactérias expostas a uma variedade de forcas seletivas podem
desenvolver alta capacidade de adaptacdo (SCHOLOTER et al., 2000).

O isolamento de microrganismos e a selecdo de caracteristicas bacterianas que
promovem efeitos benéficos em plantas, além da selecdo de estirpes eficientes sdo passos
importantes para otimizar alto rendimento nas culturas e melhorar a sustentabilidade do
ecossistema (ROESCH et al., 2007).

Nesse contexto, se faz fundamental a selecéo de estirpes eficientes quanto a FBN e
AlA adaptadas as condi¢des edafoclimaticas locais, com o intuito de garantir a promocéo do

crescimento vegetal das gramineas forrageiras associadas a estas bactérias.

4.4 Efeito da inoculacdo de Azospirillum spp. no crescimento de trés gramineas
forrageiras oriundas do Pantanal da Nhecolandia, cultivada em vasos

A produtividade da matéria seca da parte aérea (MSPA), matéria seca do colmo
(MSC), relacdo matéria seca folha/colmo (MSFC), N total e proteina bruta acumulada na
parte aérea, altura das plantas e volume de raiz (VR) em Mesosetum chaseae em resposta a
inoculacdo de Azospirillum spp. constam na Tabela 5.

As plantas de M. chaseae (grama-do-cerrado) inoculadas com bactérias diazotréficas
do género Azospirillum spp. obtiveram maior producdo MSPA, MSC, relacdo MSFC e VR
qguando comparados com o tratamento sem inoculacdo (controle). Com o Tratamento 3
(HAI52) diferindo estatisticamente em relacdo aos demais para os parametros MSPA e MSC
(Tabela 5), j& para a relacio MSFC o Tratamento 7 (HAI3) obteve maiores valores
estatisticos. Quanto ao parametro VR os tratamentos que mais se destacaram foram: aquelas
com o isolado de maior FBN e AIA (T3 — HAI52), a estirpe padréo para A. brasilense (T5 —
Sp7) e o isolado de maior AIA (T7 — HAI3). Esses resultados indicam que a espécie M.
chaseae obteve resposta consideravel a inoculacdo por bactérias do género Azospirillum spp.
comprovando a eficiéncia na inocula¢do, e mostrando a relacdo entre a producdo de AlA e
desenvolvimento radicular.

No trabalho de Lana et al. (2012) a inoculagdo com Azospirillum brasilense em milho,
na auséncia de adubagdo nitrogenada, proporcionou um aumento de 7,2% na producdo de
biomassa seca da parte aérea, 0 que corrobora com os resultados obtidos neste experimento.

Ramos et al. (2010) também observaram aumentos de 48% na producdo da matéria seca da
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parte aérea e de 27% na da matéria seca da raiz em plantas de milho inoculadas com

Azospirillum em relagéo ao controle ndo inoculado.

Tabela 5 - Efeito da inoculacdo de Azospirillum spp. na altura das plantas, produtividade da matéria
seca da parte aérea, matéria seca da folha, matéria seca do colmo, relacdo matéria seca
folha/colmo, N total e proteina bruta acumulada na parte aérea e volume de raiz em
Mesosetum chaseae.

Tratamento Altura(cm)™ MSPA(g)® MSF(g)™ MSC(g)® MSFC(g)¥ NT (%)™ PB(%)™ VR(cm®)®
HAI52 40,50 4,19a 0,86 3,32a 0,25ab 0,66 4,12 11,30a
HAI6 41,00 1,55b 0,26 1,29ab 0,21ab 0,60 3,75 8,00abc
AZM15 39,88 1,45b 0,27 1,18b 0,17ab 0,68 4,22 10,00ab
Sp59 35,38 1,42b 0,24 1,18b 0,21ab 0,49 3,04 7,67bc
HAI3 40,40 1,38b 0,40 0,98b 0,56a 0,80 5,01 10,33ab
Sp7 33,38 1,33b 0,17 1,16b 0,14b 0,70 4,40 11,33a
MRI9 31,38 1,15b 0,18 0,97b 0,21b 0,81 5,09 8,33abc
Controle 31,75 1,35b 0,14 1,21b 0,11b 0,74 4,66 6,00c

W' Médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey
(P<0,05).

@ Médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste T(P<0,05).

(ns): Nao significativo estatisticamente

MSPA=Matéria da seca parte aérea; MSF=Matéria seca da folha; MSC=Matéria seca do colmo; MSFC=Relag&o
matéria seca folha/colmo; NT=Nitrogénio Total; PB=Proteina Bruta e VR=Volume de raiz.

Fonte: Producdo propria (2013)

Nas plantas da forrageira H. amplexicaulis (capim-de-capivara) foram constatados
efeitos significativos da inoculagdo somente para 0 VR. As plantas inoculadas com o isolado
de maior AIA (T7 — HAI3) apresentaram um VR significativamente maior que o controle,
média de 80,67 cm® e 25 cm?®, respectivamente (Tabela 6). O maior desenvolvimento das
raizes torna a area de absorcdo de agua e nutrientes maior e, consequentemente, aumenta a
capacidade de producdo da planta e tolerancia a estresses ambientais como salinidade e seca
(Hungria, 2011).

Esses resultados corroboram com os obtidos por Reis Jr. et al. (2008) que ndo
observou efeito da inoculacdo com A. amazonense na producdo da MSPA, entretanto as
plantas inoculadas apresentaram maior producdo (14%) de matéria seca das raizes, quando
comparadas as ndo inoculadas, em experimento realizado em dois genotipos de milho.
Quadros (2009) também obteve maior VR nos tratamentos com inoculagdo em relagdo aos

tratamentos ndo inoculados em milho. O volume médio das raizes para o tratamento controle



45

foi de 10,6 cm® e 16,5 cm® para o tratamento inoculado com uma mistura de trés estirpes do
género Azospirillum.

Observa-se também na Tabela 6 que nos parametros MSPA e MSC os resultados da
maioria dos tratamentos com inoculacéo, apesar de ndo ser significativo, foram maiores que o
controle. Nestes parametros os tratamentos 7, 8, 5 e 3 (HAI3, AZM15, Sp7 e HAI52) foram
maiores que o controle, sendo que o tratamento 7 obteve valores aproximadamente 10X

maiores que o controle.

Tabela 6 - Efeito da inoculacdo de Azospirillum spp. na altura das plantas, produtividade da matéria
seca da parte aérea, matéria seca da folha, matéria seca do colmo, relacdo matéria seca
folha/colmo, N total e proteina bruta acumulada na parte aérea e volume de raiz em
Hymenachne amplexicaulis.

Tratamento A|tura)(cm)<ns MSPA(g)™ MSF(g)™ MSC(g)™ MSFC(g)™ NT (%)™ PB(%)™ VR(cm®)®
HAI3 44,40 15,80 2,24 13,55 0,16 1,15 7,16 80,67a
AZM15 47,33 12,79 1,83 10,96 0,17 1,18 7,38 59,67ab
MRI9 39,83 8,22 0,97 7,25 0,14 1,10 6,91 51,33abc
Sp7 41,33 11,51 1,85 9,66 0,20 1,09 6,83 41,67bc
HAIS2 39,83 11,19 2,12 9,07 0,23 1,21 7,56 32,67bc
Sp59 49,17 6,52 1,09 5,43 0,20 1,14 7,13 29,33c
HAI6 42,93 7,17 1,03 6,14 0,15 1,28 8,02 29,33c
Controle 32,25 8,76 1,02 7,74 0,13 1,11 6,93 25,00c

W' Médias seguidas pela mesma letra na coluna, n&o diferem estatisticamente entre si pelo teste T (P<0,05).

(ns): Ndo significativo estatisticamente

* MSPA=Matéria seca da parte aérea; MSF=Matéria seca da folha; MSC=Matéria seca do colmo;
MSFC=Relagdo matéria seca folha/colmo; NT=Nitrogénio Total; PB=Proteina Bruta e VR=Volume de raiz
Fonte: Producdo prépria (2013)

A maioria das plantas de Axonopus purpussi (capim mimoso) inoculadas com
Azospirillum spp. apresentaram maior producdo de MSPA que o tratamento sem inoculagéo,
com excecdo das plantas que foram inoculadas com a estirpe Sp59 que corresponde ao
Tratamento 6 (Tabela 7). Resultados semelhantes foram obtidos por Brasil et al. (2005) para
estd mesma espécie que também constataram uma maior producdo de MSPA nas plantas
inoculadas com Azospirillum spp. em relagdo as ndo inoculadas, em coletas feitas em 30, 60, e
90 dias apds a inoculacdo. Entretanto, as plantas inoculadas sé apresentaram maior acimulo
de N na parte aérea aos 60 e 90 dias, 0 que permitiu aos autores especular que as bactérias
inoculadas poderiam, apds 30 dias, entrar em equilibrio com as bactérias nativas presentes
nessas plantas, e estimular o metabolismo de outras bactérias diazotroficas, ou mesmo ter sido

mais competitivas e se estabelecido na planta.
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Os autores também demonstraram que em A. purpusii ndo houve efeito da inoculagéo
na matéria seca de raizes em comparacao ao controle aos 30 dias, apenas aos 90 dias pode se
notar um aumento significativo deste parametro nas plantas inoculadas.

Os maiores valores de producdo de MSPA foram obtidos no Tratamento 3 (HAI52 —
maior FBN e AIA) seguida do Tratamento 7 (HAI3 — maior AlA) e do Tratamento 8 (AZM15
— maior FBN) (Tabela7). Apesar de ndo ser significativo observa-se na Tabela 7 que nos
parametro MSC e VR os tratamentos com inoculacdo, exceto o tratamento 6 (Sp59), foram
maiores que o controle. Destacando-se o tratamento 3 com maiores valores.

Né&o foi observado o efeito significativo da inoculagdo na porcentagem do N total e
proteina bruta acumulada na parte aérea das plantas, porém como descrito anteriormente
houve aumento da MSPA, o que permite inferir que a inoculacdo supriu as necessidades de
nitrogénio requerido pela planta para seu crescimento (Tabelas 5, 6 e 7). Segundo Reis Jr. et
al. (2002) a associacdo entre bactérias diazotréficas e gramineas pode fornecer parte do N
responsavel pelo desenvolvimento da planta através do processo da FBN. No trabalho de
Oliveira et al. (2007) a inoculacdo das sementes de U. brizantha com A. brasilense aumentou
5% a producdo da parte aérea da graminea no primeiro corte (margo/2005), porém ndo houve
efeito da inoculacdo sobre o teor de N e proteina bruta acumulada na parte aérea,
corroborando com os resultados obtidos neste experimento. A inoculagéo de A. brasilense na
forrageira foi apontada pelos autores como uma alternativa promissora para 0 aumento da
producdo da forragem.

Tabela 7- Efeito da inoculagdo de Azospirillum spp. na altura das plantas, produtividade da matéria
seca da parte aérea, matéria seca da folha, matéria seca do colmo, relagdo matéria seca

folha/colmo, N total e proteina bruta acumulada na parte aérea e volume de raiz em
Axonopus purpusii.

Tratamento Altura)(cm)‘"s MSPA(g)® MSF(g)™ MSC(g)™ MSFC(g)™ NT (%)™ PB(%)™ VR(cm®)™
HAI52 43,12 12,69a 2,17 10,51 0,21 0,47 2,95 15,75
HAI3 41,62 10,02ab 2,23 7,78 0,30 0,54 3,41 14,75
AZM15 34,90 9,85ab 1,98 7,86 0,25 0,48 3,01 14,75
MRI9 49,12 9,22bc 1,75 7,46 0,37 0,64 4,02 10,75
Sp7 39,37 8,42bc 1,87 6,55 0,29 0,57 3,57 15,50
HAI6 42,25 8,11bc 1,49 6,61 0,25 0,58 3,62 15,25
Sp59 43,87 6,45c 1,63 4,81 0,34 0,59 3,69 10,00
Controle 41,17 7,20b 1,18 5,97 0,20 0,47 2,98 10,00

WMédias seguidas pela mesma letra na coluna, nio diferem estatisticamente entre si pelo teste T(P<0,05).
(ns): Ndo significativo estatisticamente

*MSPA=Matéria seca da parte aérea; MSF=Matéria seca da folha; MSC= Matéria seca do colmo; MSFC=
Relacdo matéria seca folha/colmo; NT= Nitrogénio Total; PB= Proteina Bruta e VR= Volume de raiz
Fonte: Producdo prépria (2013)
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Em relacdo & altura das plantas ndo foi observado efeito significativo da inoculago
em nenhuma das gramineas (Tabelas 5, 6 e 7). Entretanto, nas plantas das forrageiras H.
amplexicualis e M. chaseae observa-se nos tratamentos (com excec¢éo do tratamento 4 - MRI19
para M. chaseae) um ténue aumento no parametro altura em relacdo ao controle, sendo que
alguns obtiveram valores 10x maiores (Tabela 5 e 6).

Cavallet et al. (2000) também ndo obteve efeito da inoculagdo do produto comercial
“Graminante”, a base de Azospirillum spp., sobre a altura das plantas de milho. Resultados
diferentes foram obtidos por Guimaraes et al. (2011) que avaliando a altura das plantas de U.
brizantha inoculada com 9 isolados de Azospirillum (cada isolado correspondeu a um
tratamento) observou que o isolado AZ02 obteve maiores valores quando comparada com a
testemunha, porém os outros tratamentos obtiveram valores semelhantes ou menores que o
controle. Ramos et al. (2010) avaliando o crescimento de plantas de milho inoculadas com
Azospirillum lipoferum (estirpe BR 11084), 30 dias ap6s a semeadura, observaram aumento
na altura de plantas de 17,6% .

Um fato interessante foi que o efeito da inoculacdo da estirpe referéncia para
A.brasilense (Sp7) no volume das raizes de duas gramineas (M. chaseae e H. amplexicaulis)
foi maior quando comparados as plantas inoculadas com a estirpe referéncia para A.lipoferum
(Sp59) (Tabela 7). No presente estudo, a estirpe Sp59 produziu menor concentracdo de AIA
do que a estirpe Sp7 (Tabela 4), o que poderia ser um indicio do maior desenvolvimento
radicular, no entanto deve se considerar que outros fatores bidticos e abidticos estdo
envolvidos na resposta da interacao planta/bactéria. Resultados semelhantes foram obtidos por
Didonet et al. (2003) que avaliaram dez linhagens de arroz sob inoculagédo com Azospirillum
spp. e verificaram que houve aumento no comprimento da raiz em relacdo ao tratamento
controle, sendo que A. brasilense (Sp245) induziu maiores respostas (29%) no
desenvolvimento das plantulas do que A. lipoferum (Sp59) (19%).

Uma vez que as estirpes utilizadas no experimento foram capazes de produzir AIA em
grandes concentracfes e foram capazes de fixar nitrogénio é provavel que parte dos efeitos
benéficos causados por Azospirillum spp. seja devido ndo somente a FBN, mas também a
producdo de fitbrmonios, como o acido indolacético, atuando em um sistema aditivo como
demonstrado em alguns estudos (RADWAN et al., 2004; HUNGRIA et al., 2010, HUNGRIA,
2011)

Segundo Bashan e De-Bashan (2010) o efeito positivo mais perceptivel da inoculagéo
de Azospirillum em plantas € a modificagdo na arquitetura radicular da planta, que confere

maior absorcdo de agua e nutrientes esséncias para o seu crescimento. Entretanto apesar desse
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fendmeno ser atribuido a producdo de fitbrmonios ainda ndo se sabe se um conjunto desses
elementos ou se um Unico esta envolvido no processo. Porém, esses autores acreditam que
uma combinacdo de mecanismos estdo envolvidos na estimulacdo do crescimento vegetal.
Esses mecanismos poderiam variar em relacdo as espécies vegetais, as linhagens de
Azospirillum e as condigdes ambientais prevalentes durante a interag&o.

A maioria dos resultados obtidos no presente trabalho mostrou eficiéncia da
inoculacdo, isto pode ser elucidado pelo fato que essas plantas foram inoculadas com
bactérias previamente isoladas de plantas crescidas na mesma localidade. De acordo com
Monteiro (2012) a resposta a inoculacdo de RPCV pode ser influenciada pela estirpe da
bactéria, pela espécie da planta em estudo, bem como pelo o genédtipo da planta utilizada.
Segundo Batharai e Hess (1993) ja foi demonstrado que estirpes e cultivares obtidos da
mesma localidade sdo mais eficientes em proporcionar beneficios.

A estirpe HAI52 proporcionou efeitos benéficos nas plantas inoculadas referentes as
trés espécies de forrageiras utilizadas no experimento. Esta estirpe isolada de graminea H.
amplexicaulis foi selecionada considerando o seu excelente desempenho em ambos o0s
parametros (FBN e AIA). Devido a isto, esta bactéria revelou potencial para aumentar a
produtividade das forrageiras nativas.

De acordo com o seu modo de acdo, RPCVs podem ser classificadas como
biofertilizantes, fitoestimuladores e biopesticidas (BHATTACHARYYA & JHA, 2012). A
utilizacdo de RPCVs na forma inoculantes agricolas possuem muitas vantagens em
comparacdo com fertilizantes e pesticidas quimicos. Pois, sdo mais seguros; demostram
reduzido dano ambiental e a saide humana; sdo eficazes em pequena quantidade; sdo capazes
de se multiplicar, mas sdo controlados tanto pelas plantas quanto pelas populacoes
microbianas nativas e decompbe-se mais rapidamente que o0s pesticidas quimicos
convencionais (BERG, 2009).

Como relatado por Reis (2007) o maior obstaculo para a utilizacdo de bioinoculantes é
a chamada “incosisténcia” dos resultados em experimento de campo. Esta inconsisténcia esta
relacionada a fatores tais como as condicOes edaflocliméticas e interagdes com a biota do
solo, além do namero ideal de células por semente e/ou mudas e fisiologia das células
bacterianas. Dessa forma, é imprencindivel a selegdo de RPCVs com alto potencial para FBN
e AIA, bem como a selecdo de outras caracteres bacterianos desejaveis em associacdo com
gramineas forrageiras adaptadas ao ambiente pantaneiro, para serem utilizados na forma de

indculos bioldgicos, contribuindo consequentemente com a produtividade das pastagens.
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5 CONCLUSOES

e O uso do par de iniciadores Az16S-A pelo método de PCR confirmaram a
classificacdo dos isolados como pertencentes ao género Azospirillum.

e As concentragdes de AIA produzidas pelos isolados foram superiores que a maioria
dos resultados encontrados na literatura para bactérias do género Azospirillum.

e Mesosetum chaseae obteve melhor resposta ao efeito da inoculacdo de Azospirillum
spp.

e Mesosetum chaseae apresentou efeito da inoculacdo de Azospirillum spp. na
producdo de MSPA, MSC, MSFC e no volume de raizes.

e A. purpusii e H. amplexicaulis apresentaram efeito da inoculacdo de Azospirillum
spp. na producao de MSPA e no volume de raizes, respectivamente.

e As estirpes HAI52, HAI3 e AZM15 foram consideradas promissoras para estudos

posteriores de inoculagdo em campo.



50

6 CONSIDERACOES FINAIS

O conhecimento das propriedades singulares dos isolados bacterianos pantaneiros dara
embasamento a novos trabalhos nessa area de aplicacdo biotecnoldgica, que contribuirdo para
que a associacdo dessas rizobactérias com pastagens pantanerias sejam favorecidas e assim
poder viabilizar o sistema agropastoril nas condi¢des encontradas no Pantanal.

Cabe ressaltar que testes de inoculacdo e co-inoculacdo em casa-de-vegetacdo e a
campo envolvendo isolados que se revelaram promissores quanto a caracterizacédo fisioldgica
e/ou  bioguimica sdo indispensédveis para 0 entendimento da interacdo

bactéria/planta/ambiente.
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