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RESUMO

A produgdo de material energético alternativo renovavel representa hoje um dos
grandes desafios para a pesquisa no Brasil e no mundo. O capim-elefante (Pennisetum
purpureum Schum.) esta entre as gramineas de maior capacidade de producdo de
matéria seca, com caracteristicas qualitativas favoraveis para a producdo de energia. O
objetivo do presente trabalho foi avaliar a populacdo de bactérias diazotréficas
associada a cultura de capim elefante, com e sem inoculacdo. Para tal, foi utilizado o
genotipo Cameroon, cinco estirpes de bactérias diazotroficas (G. Diazotrophicus,
Azospirilum brasilense, Enterobacter cloacae, G. Sacchari, Azospirillum brasilense),
previamente isoladas e identificadas, utilizadas como inoculante, dois tratamentos
nitrogenados (25 e 50 kg N ha-1) e uma testemunha absoluta. As amostras de parte
aérea e raiz foram coletadas aos 30, 60, 90 e 120 dias ap0s o plantio (DAP) em um ciclo
de cultivo no periodo seco e outro no periodo chuvoso, e processado no laboratorio. A
populacdo de bactérias diazotréficas foi quantificada pelo método de numero mais
provavel (NMP) utilizando os meios JNFb, NFb, LGI, LGI-P e JMV semi-sélidos
livres de N. A presenca de bactérias diazotroficas colonizando as amostras vegetais foi
evidenciada pela formacdo de pelicula caracteristica formada ap6s 5 dias de incubacao

a 30°C, nos meios semi-solidos utilizados. A populacdo de bactérias diazotroficas

variou de 102 a 10" células por grama de tecido fresco. Em todas as coletas, a
maior populacdo foi observada na raiz. De maneira geral, aos 60 DAP do primeiro
ciclo, o nimero e a diversidade de bactérias diminuiu, chegando a niveis nao-
detectaveis em alguns meios de cultivo. Aos 90 e 120 DAP do primeiro ciclo, inicio do
florescimento das plantas, a populacdo e a diversidade das bactérias diazotréficas
aumentou nas raizes nos diferentes tratamentos. Durante o desenvolvimento da cultura
no ciclo chuvoso houve um aumento da populagdo em relacdo ao primeiro ciclo e o
maior nimero de bactérias se deu nos tecidos radiculares. Neste processo foram obtidos
180 isolados bacterianos que estdo armazenados para andlises fisiologicas e

identificacdo genéticas futuras.

Palavras-chave: FBN, diversidade bacteriana, Pennisetum purpureum, variacdo

temporal.



ABSTRACT

The production of renewable alternative energy equipment today represents a
major challenge for research in Brazil and worldwide. The elephant grass (Pennisetum
purpureum Schum.) is among the grasses with a high production capacity of dry matter,
production with favorable quality characteristics for the production of energy. The
objective of this study was to evaluate the population of diazotrophic bacteria associated
with culture of elephant grass, with and without inoculation. To this end, the genotype
Cameroon and five strains Diazotrophic (G. diazotrophicus Azospirilum brasilense,
Enterobacter cloacae, G. sacchari, Azospirillum brasilense) previously isolated and
identified were used as inoculants with two nitrogen treatments (25 and 50 kg was used
N ha-1) and an absolute control. Samples of shoot and root were collected at 30, 60, 90
and 120 days after planting (DAP) in a cycle of cultivation in the dry period and
another in the rainy season, and processed in the laboratory. The population of
diazotrophic bacteria was quantified by the most probable number method (MPN)
using the means JNFb NFb, LGI, LGI-P and semisolid JMV free N. The presence of
diazotrophic bacteria colonizing the plant samples was evidenced by the formation of
the film formed after 5 days incubation at 30 °C in semi-solid media used. The
population of diazotrophic bacteria ranged from 102 up to 10" cells per gram of fresh
tissue. In all samples, the largest population was observed in the root. Generally, the
DAP 60 of the first cycle, the number and diversity of bacteria decreased, reaching
undetectable levels in some culture media. At 90 and 120 DAP in the first cycle, the
onset of flowering plants, the population and the diversity of diazotrophs in roots
increased in different treatments. During the development of culture in the rainy cycle,
there was an increase in population over the first cycle and the highest number of
bacteria occurred in root tissue. In this process were obtained 180 bacterial isolates that

are stored for future genetic and physiological analyzes identification.

Keywords: FBN, bacterial diversity, Pennisetum purpureum, temporal variation.
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1. INTRODUCAO

A biomassa tem sido desde a origem da humanidade, uma das mais importantes
fontes de energia, seja para preparacdo dos alimentos, ou como fonte de calor e
iluminacdo, ou até mesmo impulsionando o desenvolvimento industrial ao movimentar
as primeiras maquinas a vapor. Muitos desses usos ainda prevalecem especialmente nos
paises mais pobres, porém, com o advento da utilizacdo dos combustiveis fosseis, estas
fontes foram sendo substituidas. Todo esse fendmeno tem ocorrido a expensas do
desmatamento, intensificando fenémenos climéaticos como o efeito estufa, por exemplo,
e causando fortes pressdes sobre as florestas. Além disso, diante do aquecimento global
existe uma crescente procura por fontes alternativas de energia, que permitam reduzir
significativamente o consumo de petréleo, principal causa de emissdes de gases de efeito
estufa (GEE). (Samson et al., 2005).

No Brasil, as florestas naturais ainda sdo fonte de madeira para a transformagéo
em lenha usada em olarias, restaurantes, pizzarias e outros segmentos. Com a
preocupacdo Global em reduzir os indices de desmatamento, alterando a matriz
energética, a biomassa de capim elefante pode servir como alternativa.

O perfil energético do sistema industrial brasileiro esta baseado em setores que
exigem grandes consumos de energia com determinada qualidade. Entre esses setores,
esta o ceramico, por exemplo, grande consumidor de energia térmica, hoje suprida
basicamente pela combustdo de fontes de energia primarias e secundarias, como, por
exemplo, lenha, eletricidade, 6leo combustivel e gas natural. Segundo o Balanco
Energético Nacional (BEN, 2009), cerca de 45% da oferta interna de energia se
concentra no uso de energias renovaveis, destas quase 32% no uso da biomassa vegetal.

Variedades de capim-elefante pesquisadas atingem anualmente até 40 toneladas
de biomassa seca por hectare. Esse volume representa o dobro da produtividade do
eucalipto cultivado em florestas de grupos empresariais que dependem de madeira para
diferentes usos, principalmente, como fonte energetica. O eucalipto depende de bom
manejo e leva de seis a sete anos para crescer, enquanto o capim-elefante pode render
duas colheitas por ano, produzindo o dobro de biomassa e sem necessidade de
fertilizantes quimicos. Além do que a utilizagdo do capim elefante como combustivel

permitiria a destinacdo de madeiras de eucaliptos para fins mais nobres.
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Os produtos da cana-de-aclcar contribuem com cerca de 13% da
producdoprimaria de energia do pais. O Brasil € detentor do mais importante
programa de geracdo renovavel de energia do planeta com o0 uso da biomassa sucro-
alcooleira. O alcool carburante atende a cerca de 32% do consumo de energia de veiculos
leves. O Capim-elefante tem apresentado um potencial energético muito superior a cana-
de-acucar, por exemplo. Sua biomassa seca pode gerar 25 unidades de energia para cada
unidade de origem fdssil consumida em sua producdo. Por sua vez, a cana-de- agucar,
convertida em etanol, alcanca uma relacdo de apenas nove para uma (Osava,2007).

Muitos paises, incluindo o Brasil, vém buscando alternativas para o uso de
combustivel féssil, devido principalmente a trés motivos: a diminui¢do pela dependéncia
de petroleo e derivados, pelo fato de serem fontes finitas; as preocupagdes com o meio
ambiente; e 0 ganho econémico que 0s mesmos poderdo ter, quer seja por produtos
valorizados por ndo serem degradadores do meio ambiente, quer seja por créditos
conseguidos por mecanismos de desenvolvimento limpo (MDL), previsto pelo Protocolo
de Quioto (Kraxner et al., 2003; Quesada, 2005). Nesse contexto, ha, pois, um
renovado interesse dos paises, na biomassa energética, apontada por uma participacao
maior na matriz de energia primaria no futuro préximo (Samson et al., 2005).
Nestas situacdes, o processo de fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) parece ser a
ferramenta chave (Baldani et al., 1998), para garantir parte do nitrogénio necessario para
0 crescimento da planta.

Dos nutrientes considerados essenciais ao desenvolvimento destas plantas, o
nitrogénio (N) é o que promove 0s maiores aumentos de produgdo de matéria seca
(Vitor, 2006). O aporte de N aos solos pode ser por meio de decomposi¢do de material
organico, descarga elétrica, utilizacdo de fertilizantes nitrogenados e fixagdo biologica
de nitrogénio. Dentre estas possibilidades, a utilizacdo de fertilizantes sintéticos € a
pratica mais empregada para reposicao do N aos solos cultivaveis. Estes fertilizantes sdo
demasiadamente dispendiosos, custando para a agricultura cerca de U$$ 45 bilhdes
anualmente (Ladha & Reddy, 2003). Além disso, inimeros danos sdo gerados quando
estes fertilizantes sdo aplicados. Cerca de 50% do nitrogénio aplicado é utilizado pelas
plantas, o restante deste nutriente é perdido do sistema solo-planta contaminando
recursos hidricos devido a mobilidade no solo através do fluxo de massa e grandes
perdas por volatilizacdo e desnitrificagdo (Stolzfus et al., 1997; Saikia & Jain, 2007)

além de gerar prejuizos econdbmico. Sendo assim, processos biologicos de incorporagédo

18



de N ao sistema solo-planta, como a fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) vém sendo
amplamente estudado para avaliar o potencial de sua utilizacdo nos sistemas de
producdo agricola (Reis et al.,2001; Brasil, 2005; Muthukumarasamy et al., 2007;
Govindarajan et al., 2008).

A graminea forrageira, capim-elefante (Pennisetum purpureum), apresenta
resultados promissores que indicam contribuicdes de N derivado da FBN, para 0s
melhores gendtipos, variam entre 30 e 45% ou equivalente a 55 a 130 kg N ha™ (Reis et
al.,2001; Morais, 2008). A producdo de biomassa variou entre 34 e 55 Mg ha™ano. Isto
mostra a alta adaptacdo de plantas de capim-elefante a solos pobres em N-disponivel e
evidencia a alta contribuicdo da FBN neste sistema de produgdo. A importancia deste
processo na producdo de biomassa é essencial, pois ao contribuir para a economia de N-
fertilizante (economia de energia fossil), o balango energético positivo é favorecido
diretamente, parametro este de grande importancia em qualquer programa bioenergético
(Samson et al., 2005).

O género Pennisetum compreende mais de 140 espécies (Brunken, 1977), sendo
algumas de importancia forrageira (P. purpureum, P. clandestinum, P. unisetum, P.
pedicellatum), uma cerealifera e forrageira (P. americanum) e outras ornamentais (P.
villosum, P. setaceum) (Kativu & Mithen, 1987). A espécie P. purpureum se reproduz
predominantemente por cruzamento e apresenta elevado grau de protogenia, sendo
também, facilmente propagada de forma assexuada, cujo mecanismo de reproducdo
vegetativa possibilita a selecdo e fixacdo de caracteristicas superiores existentes em um
Unico gendtipo, o qual podera ser mantido através da clonagem (Pereira et al., 2001).

O capim elefante geralmente é altamente responsivo ao nitrogénio (Mistura et
al., 2006) e os estudos com a planta até agora visaram somente o enriquecimento desta
forrageira em proteina, através da adubacdo nitrogenada, para ganho de peso mais
rapido de bovinos e maior aproveitamento dos mesmos. Nos ultimos anos, foram
desenvolvidas novas técnicas de uso de biomassa de capim elefante como fonte de
energia alternativa, e neste sentido, novo rumo deve ser dado em relacdo as
caracteristicas que se deseja obter da planta (Urquiaga et al., 2006). Ndo mais importa
uma planta rica em proteina para a alimentacdo de bovinos, e sim uma planta que seja
rica em fibras e lignina, aliada a alta producdo de biomassa.

Embora ja se reconheca o potencial e a importancia ecoldgica e econémica do

Capim-elefante aos interesses mundiais, ainda sdo pouco expressivos estudos sobre a
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associacdo de bactérias diazotroficas com plantas desta cultura. Grande parte dos
estudos realizados até 0 momento apresentaram resultados pontuais. Diante disso, neste
trabalho implantou-se um experimento, sob condi¢des de campo, com o genotipo
Cameroon, que foi, segundo Quesada (2005) e Morais( 2008) o mais responsivo a FBN
e ao acumulo de biomassa. O objetivo geral é observar e identificar a variabilidade da

populacdo de bactérias diazotroficas durante todo o ciclo de desenvolvimento.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Analisar a variabilidade populacional de bactérias diazotroficas durante o

desenvolvimento da cultura do capim elefante no periodo seco e chuvosos.

3.2 Objetivos Especificos

o Quantificar pela técnica de NMP, a populacdo de bactérias diazotréficas presente
nos tecidos de capim-elefante aos 30, 60, 90 e 120 dias apds plantio nos periodos de seca e
das aguas;

o Avaliar a variabilidade da comunidade bacteriana nos diferentes estagios de
desenvolvimento na parte aérea e raiz do capim-elefante no periodo seco;

o Avaliar a variabilidade da comunidade bacteriana nos diferentes estagios de

desenvolvimento na parte aérea e raiz do capim-elefante no periodo chuvoso
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 A Cultura do Capim Elefante

O capim elefante € uma monocotileddnea e como tal, apresenta o colmo como
uma parte fibrosa, mais dura, que forma a casca e uma medula com feixes vasculares.
Sua estrutura morfoldgica é bastante semelhante a do bagaco de cana-de-agucar,
representando a seguinte composicdo: 65% de fibras e 35% de material ndo fibroso e,
segundo Kauter et al. (2006), a biomassa de plantas que apresentam teor de fibras acima
de 30% ja pode ser adaptadas para producdo de energia. Quesada (2005) em
experimentos conduzidos em solos de baixa fertilidade, obteve altas produtividades de
biomassa com teores de fibras proximos de 55% e 50 % em colmos e folhas,
respectivamente. Segundo Quesada (2005) esses percentuais sdo mais baixos que os de
algumas plantas utilizadas para a mesma finalidade, como Eucalipto, por exemplo, mas
quando inserida a produtividade e a quantidade de cortes por ano no contexto, o capim
elefante leva grande vantagem, pois o Eucalipto leva sete anos para ser cortado, e 0o
capim elefante, nesse manejo, pode ser cortado até 14 vezes (2 cortes/ano), superando
substancialmente o Eucalipto em produtividade.

O capim-elefante (Pennisetum purpureum), comumente conhecido como pasto
elefante, napier, cameroon, mineiro, entre outros (Pereira, 1994), é uma das gramineas
mais importantes e mais difundidas em todas as regides tropicais e subtropicais do
mundo (Carvalho et al., 1994). Foi descoberta na Africa Tropical (atual Zimbébue), em
1905 e introduzida no Brasil em 1920 (Veiga, 1985), no Rio Grande do Sul, a partir de
estacas procedentes de Cuba (Mozzer, 1993). Sua descricdo original data de 1827
(Tcacenco e Botrel, 1997), sofrendo modifica¢bes ao longo do tempo. De acordo com a
taxonomia atual, o capim-elefante pertence a classe Monocotiledénea,a familia Poaceae,
subfamilia Panicoideae, tribo Paniceae, género Pennisetum, o qual compreende mais de

140 espécies, sendo algumas de importancia forrageira (P. purpureum, P. clandestinum,
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P. unisetum, P. pedicellatum), cerealifera (P. americanum) e ornamentais (P. villosum e
P. setaceum) (Kativu e Mithen, 1987).

A espécie Pennisetum purpureum Schumack tem sido utilizada desde a década
de 70 quase que exclusivamente como capineira para fornecimento de forragem verde
em sistemas de producao de leite e carne, em decorréncia do seu potencial produtivo e
da sua qualidade (Almeida et al., 2004). Quando corretamente adubado e manejado
(Corsi e Nussio, 1992), tem mostrado elevado rendimento de biomassa, chegando a
produzir em média 30-40 Mg por hectare por ano (Pereira, 1993; Xavier et al., 1998),
além disso, sdo de facil multiplicacdo, alta rusticidade e apresentam resisténcia
consideravel a seca e ao frio. A partir das dificuldades que o uso da madeira com fins
energéticos comecou a apresentar no final dos anos 80, seja por questdes ambientais ou
concorréncia de usos mais nobres, alternativas a madeira passaram a serem observadas
mais cuidadosamente, e as caracteristicas de alguns genoétipos de Pennisetum purpureum
despertaram o interesse de alguns grupos de pesquisa (Samson et al., 2005).

Diante das caracteristicas desejaveis do capim elefante para uso energético,
novos estudos vém sendo desenvolvidos para aprimorar 0 uso da biomassa desta espécie
como forma alternativa de energia, e neste sentido, um novo rumo deve ser dado em
relacdo as caracteristicas que se deseja obter da planta (Samson et al., 2005). Ndo mais
interessa uma planta rica em proteina para a alimentacdo de bovinos, e sim a planta
ideal para esta finalidade deve ser rica em fibras e lignina, de alta relacdo C:N, aliada a
alta producédo de biomassa associada a fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN), para que
0 produto que se queira produzir deste material seja de boa qualidade e com um minimo
consumo de energia fossil (Morais, 2009; Samson et al., 2005; Quesada, 2005; Urquiaga
etal., 2010; Lemus et al., 2002).

E importante salientar que em sistemas sustentaveis de producdo de energia a
minimizacao de insumos, tais como nitrogénio, fosforo e agua torna-se essencial, pois
influencia diretamente no balango energético (Byrt et al., 2011). Dentro deste contexto,
um dos desafios da pesquisa agropecudria para a implantacdo destes sistemas é o
aumento ou manutencdo do balanco energético, que pode ser favorecido pela
minimizagcdo dos fertilizantes sintéticos e/ou utilizacdo de fontes alternativas de
incorporacdo de nutrientes ao sistema solo-planta, como os processos biolégicos.

Em se tratando de fertilidade do solo adequado para o cultivo desta espécie, o

capim elefante se adapta bem a diversos tipos de solos, contanto que tenham adequada
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umidade e sejam bem drenados. Também € muito utilizado em éareas de pendentes
elevadas, apresentando razoavel eficiéncia no controle da erosdo. Visto que se trata de
uma forrageira com alto potencial de producdo, suas necessidades de nutrientes sdo
diretamente proporcionais aos seus rendimentos, por isso a importancia do solo estar
corrigido e adubado adequadamente. Outra caracteristica importante do capim-elefante,
no que diz respeito a possibilidade de seu uso na agroenergia como, por exemplo, para a
producdo de carvdo vegetal, é a semelhanca que o mesmo apresenta em relacdo ao
bagaco de cana-de-acucar, que tem em sua composi¢cdo, 65% de fibras e 35% de
material ndo fibroso, sendo o teor de fibras fundamental para a producdo de carvao
(Quesada, 2005).

Atualmente centenas de genotipos de capim-elefante sdo conhecidos na
literatura. Apesar deste grande nimero de genétipos que se encontram disponiveis em
colegBes ou que sdo utilizadas por produtores, ndo existe uma lista minima de
descritores que permita a perfeita distincdo entre as mesmas. Um fator que dificulta a
determinacdo do numero real de cultivares de capim-elefante é que muitas vezes uma
mesma cultivar é introduzida em diversos locais sem que as identificacGes originais
sejam mantidas (Carvalho et al., 1997).

Existem alguns genotipos de capim elefante de alto potencial para uso em
agroenergia, dentre eles o Cameroon que foi introduzido no Brasil na década de 60
(Faria et al., 1970). Os estudos de adaptacdo, envolvendo o genétipo Cameroon em
diversas regides do Brasil, séo relativamente escassos (Carvalho et al., 1997). Pesquisas
voltadas a pecuaria, conduzidas na regido Sudeste por Alcantara et al. (1980), Goncalez
(1980), e Mozzer (1986), mostram existirem outras cultivares com maior desempenho
forrageiro, principalmente no que diz respeito a producéo de forragem.

Quesada (2005) avaliou a adaptacdo deste genOtipo para uso energético em
diferentes condicdes edafoclimaticas do pais, e foi apresentado como um dos mais
promissores genotipos para uso como fonte de energia alternativa. Os estudos de Morais
et al. (2009), demonstraram que o gendtipo Cameroon é considerado um dos mais
propicios para a agroenergia devido as suas caracteristicas de produtividade e qualidade
da biomassa produzida.
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3.2 Energia da Biomassa e Culturas com Potencial Energético

Estudos estimam que, no ano de 2025, a populagdo mundial possa atingir 8,4
bilhdes de pessoas, estima-se que havera uma alta demanda por alimentos, fibra, energia
e agua em quantidade e qualidade, fato que devera se constituir no principal problema
ambiental deste século (Resck et al., 2008). O uso da biomassa como fonte direta de
energia acompanhou o desenvolvimento da espécie humana ao longo da sua historia,
tendo inclusive impulsionado os primeiros ciclos de industrializacdo. Com o advento
dos combustiveis fosseis e suas possibilidades multiplas de aplica¢bes criou-se, a partir
do final do Século XIX, um sistema tecnoldgico global eficiente e dindmico baseado
principalmente no petréleo, assumindo para si a funcdo de agente energético promotor
do desenvolvimento econdémico e social. Assim, a energia extraida da biomassa se
tornou sindnimo de pobreza e subdesenvolvimento, e suas exploracdes indiscriminadas,
extrativistas e ndo planejada comecgou a refletir-se em custos ambientais altos como
extracdo ilegal de madeira da floresta, e sob certos aspectos associados ao excessivo
desmatamento natural (Morais, 2008) A existéncia de uma forte relacdo de energia e
meio ambiente e com o modelo de desenvolvimento da humanidade tem resultado em
um grande movimento em prol de uma revolucionaria modificacdo deste modelo
energético baseado no uso de combustiveis ndo renovaveis (Alves Junior, 2003).

No Brasil 0 consumo de energéticos primarios teve nas energias renovaveis, no ano de
1998, uma participagdo de 55,77%. Sendo que 19,71% foram representados pela
biomassa, que tem despertado maior interesse como alternativa aos combustiveis fosseis
(Vale et al., 2000). Ao longo das ultimas trés décadas a lenha, como combustivel
doméstico, teve papel importante como energético priméario no Brasil. Em 1998, dos
19,71% de biomassa, 9,06% foram compostos pela lenha, ou seja, 6,94 x 10’ toneladas
de madeira foram utilizadas para geracdo de calor. Do total da lenha consumida, 2,7 x
10’ toneladas o foram em forma indireta, principalmente na fabricacéo de carvéo vegetal,
e 4,23 x 10’ toneladas, em forma direta. Do total consumido em forma direta, 2,0 x
10’ toneladas foram queimadas em residéncias, para cocgdo de alimentos (Vale et al.,
2000). A principal fonte de madeira para producdo de energia, no Brasil, tem sido os
ecossistemas naturais, como o Cerrado e a Mata Atlantica. O desmatamento desses
biomas e a pressdo conservacionista, associadas a necessidade anual de mais madeira
para energia, tém levado a crescente dificuldade para a obtencdo desse recurso a partir
de florestas nativas. E importante observar que nio pesa somente o aspecto quantitativo

20



do uso da madeira como energia, mas também o aspecto econémico ligado a utilizacao
energética pelas inddstrias. Desta forma, o uso da biomassa moderna pode ser uma
alternativa de fonte de energia nesses biomas (Flores, 2009).

Estudos apontam a possibilidade de introducdo de gramineas perenes em
programas de producdo de energia, intensificados a partir dos anos 80. Nos paises
desenvolvidos, de clima predominantemente temperado e com baixa incidéncia de
radiacdo solar durante boa parte do ano, se percebe claramente a maior eficiéncia na
captacdo da luz solar apresentada pelas plantas C-4. De inicio, a finalidade energética
principal destas gramineas consistiu na combustdo direta em fornos, como substituto a
lenha e ao carvao, muitas vezes passando por uma etapa de adensamento e estruturacéo
em pellets, cubos ou briquetes. Samson et al. (2005) realizaram o balango energético
apenas para a etapa agricola de producdo do capim elefante, encontrando um valor de
21,3:1, ou seja, para cada unidade de energia fossil utilizada no processo produtivo
foram obtidas 21,3 unidades de energia renovavel. Esta condicdo é valida se o material é
utilizado in-natura, diretamente para combust&o.

Neste novo cenario mundial de demanda de energia, o capim-elefante tem sido
apontado como uma espécie de grande potencial energético devido a sua elevada
producdo de biomassa com baixo uso de insumos e investimentos (Morais et al., 2009).
Sua biomassa seca pode gerar 25 unidades de energia para cada uma de origem fdssil
consumida em sua producdo. Por sua vez, a cana, convertida em etanol, alcanca uma
relacdo de apenas nove para uma (Osava, 2007). O interesse energético por essa cultura
foi recentemente despertado por sua alta produtividade. A biomassa do capim elefante
pode ser utilizada para queima direta, gaseificacdo e producdo de carvao vegetal, com
rendimentos de energia diferenciada para cada uso. Este capim, quando adequadamente
cultivado pode produzir ao redor de 30 Mg de MS ha™ ano® (Morais, 2008;
Quesada,2005).

3.3 Bactérias Diazotréficas associativas

Bactérias constituem um grupo de micro-organismos de ocorréncia cosmopolita,
possuem importancia indiscutivel na sustentabilidade da biosfera e tém papel
preponderante nos ciclos biogeoquimicos. As espécies bacterianas existentes estdo
presentes em todos os ambientes terrestres, ocupando e colonizando todos os nichos

possiveis, incluindo a superficie e interior de plantas, agua doce e salgada, interior de
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rochas e geleiras.

Em particular, as plantas constituem um perfeito ecossistema microbiano. Nas
plantas hospedeiras 0s microrganismos sdo capazes de colonizar a superficie das
raizes (rizoplano) e folhas (filoplano) ou o interior de diversos tecidos das plantas
endofiticas. Entre as bactérias associadas a espécies vegetais as bactérias fixadoras de
nitrogénio sao consideradas como um dos grupos mais importantes na agricultura
tropical pela sua associagdo com plantas leguminosas ou ndo. Embora a simbiose
rizobio-leguminosa seja a associagdo mais estudada, apresentando as maiores
contribuicdes da FBN (Straliotto Rumjanek, 1999), algumas plantas da familia Poaceae
tem mostrado potencial significativo na FBN (Videira, 2007).

Sabe-se hoje que uma grande quantidade de bactérias diazotréficas ocupa nichos
distintos em diferentes plantas da familia Poaceae, sendo essas classificadas como de
vida livre e endofiticas. As bactérias de vida livre sdo encontradas no solo e vivem
harmonicamente com as plantas, utilizando para a sua nutricdo os exudados de suas
raizes. Nesta associacdo nao ocorre, aparentemente, a formacdo de uma estrutura
especializada para a fixacdo do nitrogénio (como o nédulo, por exemplo). Os produtos
da fotossintese séo liberados pela planta, sendo absorvidos pelas bactérias que habitam a
rizosfera, e estas, por sua vez, fixam nitrogénio para seu metabolismo e liberam, apds a
morte da células, o0 NH,4. para as plantas. Dentro deste grupo de bactérias encontram-se
0s géneros Azospirillum, Beijerinckia, Derxia, Azotobacter, dentre outras. Atualmente
se considera que o tipo de relacdo de bactérias diazotroficas com plantas da familia
poacea pode ser mais restrita, necessitando do vegetal para completar o seu ciclo de
vida e manter-se vidvel no ambiente. Bactérias que fazem associacGes internas foram
denominadas como endofiticas, sendo capazes de colonizar o interior dos tecidos
vegetais sem causar nenhum tipo de sintoma de patogenicidade, promovendo o
crescimento da planta hospedeira (Kloepper, et al, 1997). Bactérias como
Herbaspirillum, Gluconacetobacter, Azoarcus podem ser classificadas como bactérias
diazotroficas endofiticas (Videira, 2007).

A fixacdo bioldgica de nitrogénio foi inicialmente descrita em plantas
leguminosas e, posteriormente, as interacdes simbidticas entre organismos fixadores de
nitrogénio associativas da rizosfera e do rizoplano de uma grande variedade de plantas
ndo leguminosas também foram descritas (Dobereiner, 1992). De fato, os resultados

mostram que as maiores contribui¢des de nitrogénio via FBN tém sido detectadas em
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plantas leguminosas. No entanto, evidéncias de significativas de FBN em poaceas
(Gramineae) de importancia econdmica, como cana-de-acUcar, arroz, milho, trigo,
sorgo, Brachiaria sp, entre outras despertaram grandes interesses nos estudos de fixacéo
de nitrogénio em plantas ndo leguminosas (Baldani e Baldani, 2005; Reis et al.,
2006)..Desde entdo, um grande namero de géneros/espécies de bactérias capazes de
contribuir significativamente com N para seus hospedeiros tém sido identificadas
incluindo  Azoarcus, Azotobacter, Achromobacter, Acetobacter, Alcaligenes,
Arthrobacter,  Azospirillum, Azomonas, Bacillus, Beijerinckia, Burkholderia,
Clostridium, Corynebacterium, Derxia, Enterobacter, Herbaspirillum,
Gluconacetobacter, Klebsiella, Pseudomonas, Rhodospirillum, Rhodopseudomonas,
Sphingomonas, Xanthobacter, entre outros (Barriuso e Solano, 2008; Roy et al., 2010;
Saharan e Nehra, 2011).

3.4 Fixacéo Bioldgica de Nitrogénio

Como a fotossintese — processo realizado pelas plantas para a producdo da
energia necessaria para a sua sobrevivéncia —, a Fixacdo Biologica de Nitrogénio (FBN)
¢ considerada um dos processos biolégicos mais importantes. Esse € um processo no
qual alguns géneros de bactérias, que possuem a enzima nitrogenase, captam o
nitrogénio presente no ar, tornando-o assimilavel pelos vegetais. Trata-se de uma
verdadeira fabrica bioldgica, capaz de suprir as necessidades das plantas. Dessa forma, a
adubacdo nitrogenada pode ser substituida parcial ou totalmente. (Videira, 2012).

Apesar de extremamente abundante na atmosfera (aproximadamente 80%),
essencialmente na combinacdo molecular N,, o nitrogénio é um dos principais
problemas para a produtividade agricola. Isto acontece porque as plantas apenas
conseguem obsorver o nitrogénio sob a forma de fons de aménio (NH*"), nitrito (NO%)
e nitrato (NO*), cuja existéncia é escassa. Desta forma, o aporte do nitrogénio aos solos
torna-se necessario e ocorre através de processos como a fixacdo atmosférica, por
descargas elétricas, fixacdo industrial, pelo processo Haber-Bosch, mineralizacdo da
matéria organica e a fixacdo bioldgica (Carvalho, 2002).

Nos paises de clima tropical, as plantas sdo mais dependentes do emprego de

fertilizante nitrogenados, devido a grande quantidade de chuvas e a rapida
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decomposicdo da matéria organica pelas elevadas temperaturas. Este fato acarreta na
utilizacdo de quantidades superiores as necessarias para suprir a demanda dos vegetais.
De maneira geral, a eficiéncia de uso destes fertilizantes é baixa. Alguns trabalhos
mostram que cerca da metade do adubo nitrogenado aplicado anualmente nos campos é
perdida por mecanismos como a lixiviacdo de nitrato, escoamento superficial, erosdo e
perdas gasosas de desnitrificacdo e volatilizacdo da amonia (Follett e Follett, 2001; Sala

et al., 2007; Saikia e Jain, 2007). O excesso de nitrogénio nos ambientes tem causado

diversos danos ambientais, tais como: acimulo de NO®nas aguas de rios, lagos e

aquiferos subterrdneos, podendo atingir niveis tdxicos aos peixes e ao homem, a
oxidacdo da uréia e do amdnio a nitrato, que levam a acidificacdo do solo; eutrofizacao
de corpos d’agua, consequéncia da elevada concentracdo de nutrientes; aumento de
chuvas écidas; producdo de NO e N,O reducdo do NO* pela ac4o de microrganismos do
solo, decorrentes da transformacdo do N fertilizante, que contribuem para a degradacao
da camada de oz0Onio e para 0 aquecimento global, entre outros (Saikia e Jain, 2007).
Para minimizar os impactos gerados pelos fertilizantes nitrogenados, novas abordagens
vém ganhando espaco nos sistemas de producdo agricola como o uso mais eficiente dos
fertilizantes aplicados ou a substituicdo, parcial ou total, por processos biolégicos como
a fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) (Govindarajan et al., 2008).

A descoberta da FBN foi atribuida aos cientistas alemédes Hellriegel e Wilfarth
em 1886, que reportaram que as leguminosas apresentavam nédulos radiculares capazes
de usar o nitrogénio molecular. Em 1888, Martinus Beijerinck comprovou que a fixagao
de nitrogénio observada em plantas leguminosas estava associada a bactérias presente
no interior destes tecidos. Este pesquisador isolou uma estirpe do interior dos nédulos,
denominado-a Rhizobium (rhiza = root; bios = life). A partir de entdo, considerando a
importancia da forma organica do nitrogénio, o estudo do processo de FBN recebeu
grande atencdo mundial. Juntamente com a decomposi¢do da matéria organica, e atras
apenas da fotossintese, a FBN é considerada um dos mais importantes processos
biolégicos do planeta.

Este processo é realizado por microrganismos procariotos denominados fixadores
de nitrogénio ou diazotréficos. Estes organismos, através do complexo proteico da
nitrogenase, sao capazes de reduzir o nitrogénio molecular (N=N) a aménia (NH3) em
condigdes normais de temperatura e pressdo. Esta reacdo, embora termodinamicamente

~

favoravel, ndo ocorre espontaneamente, visto que 0s dois atomos
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de nitrogénio encontram-se unidos por uma tripla ligacdo altamente estavel. Do ponto de
vista energético, esse processo é bastante dispendioso para 0s microrganismos que o realizam.
De acordo com Simpson e Burris (1984), em condi¢es 6timas, a estequiometria global da
reacao é:

N®+ 8 e~ + 8 H+ + 16 ATP — 16 ADP + 16 Pi + 2 NH* + H?

A reacgdo de incorporacdo do nitrogénio pelas bactérias diazotréficas é catalisada pelo
complexo enzimatico da nitrogenase (Sur et al., 2010). A forma mais comum desta enzima,
denominada nitrogenase de molibdénio ou nitrogenase convencional (FeMo), consiste de uma
ferro-proteina (Fe-proteina) e de uma molibdénio-ferro-proteina (MoFe-proteina) (Sur et al.,
2010).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Area Experimental e Implantacéo do Experimento

O experimento foi implantado no Campo Experimental da Embrapa Agrobiologia,
localizado no Municipio de Seropédica, RJ (coordenadas geogréficas 22° 46' de latitude Sul e
43° 41' de longitude Oeste), em um solo classificado como Planossolo. O preparo do solo
consistiu de aracdo, seguida de gradagem e sulcacdo. Foi aplicado POy, na forma de super
simples e K;0, na forma de KCI no fundo do suco de plantio de acordo com os resultados da
analise de solo. As parcelas ndo foram adubadas com N fertilizante nitrogenado.

Foi utilizada a cultivar de capim-elefante (Pennisetum purpureum Schumach)
Cameroon, selecionada previamente, com base na eficiéncia de producdo de biomassa e
contribuicdo do sistema de fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) (Morais et al., 2011). Os
tratamentos consistiram de: inoculacdo com 5 estirpes de bactérias diazotréficas (Tabela 1):
Tratamento 1 referente a inoculacdo da estirpe Gluconacetobacter diazotrophicus; Tratamento
2 referente a inoculacdo da estirpe Azospirillum brasilense; Tratamento 3 referente a
inoculagdo da estirpe Enterobacter cloacae; Tratamento 4 referente a inoculacdo de
Gluconacetobacter sacchar; Tratamento 5 referente a inoculacdo de Azospirillum brasilense,
previamente isoladas desta cultura, dois tratamentos (6 e 7) nitrogenados (25 e 50 kg N ha-1
respectivamente) e um controle absoluto (ndo adubado e n&o inoculado). O delineamento
experimental foi em blocos casualizados com quatro repeticdes. As parcelas foram
constituidas de 4 linhas com 5 m de comprimento, com espacamento de 1,00 m,
totalizando 20 m?® por

parcela.

Tabela 1. Tratamentos e Estirpes utilizadas no experimento

Tratamento Id 16S rRNA Origem Nase AIA PO-
4
LP343 T1 Gluconacetobacter. Folha/CNPGL +++ ++ +
diazotrophicus
JN73 T2 Azospirilum brasilense Colmo.apical/ +++ + -
Cameroon
JM235 T3 Enterobacter cloacae Raiz/Cameroon + +++ -
LG49 T4 G. sacchari Folha/Cameroon + ++ ++
J246 T5 A.brasilense Raiz/Cameroon  +++ + -

25KgN.ha  T6
50KgN.ha  T7
Testemunha T8
Id: identificacdo dos tratamentos;
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Os colmos foram cortados, selecionados e utilizados como material propagativo de
duas gemas. A inoculacdo dos toletes foi realizada, separadamente, através da imersdo dos
toletes em uma solucdo bacteriana durante 1 hora. Posteriormente, os toletes foram
retirados da solugdo e plantados numa densidade de 6 gemas por metro

linear.
Aos 30, 60, 90 e 120 dias apds germinacdo (DAG), uma planta de cada parcela foi

colhida e uma amostra composta de cada tratamento foi feita para as analises de contagem da

populacgdo de bactérias diazotroficas (Figura 1).

Figura 1. Esquema de preparo dos tecidos vegetais para contagem pelo método do nimero
mais provavel (NMP).

4.2 Avaliacdo da populacéo de bactérias diazotréficas

O método utilizado para a contagem de bactérias diazotroficas foi o
NUmero Mais Provavel (NMP), conforme descrito por Ddobereiner et al. (1995)
(Figuras 1 e 2). As plantas foram desinfestadas superficialmente com &lcool 70% e
posteriormente lavadas com agua destilada. Dez gramas do material vegetal foram
triturados com 90 ml de solucdo salina. Em seguida, foram feitas dilui¢cdes seriadas em
solucdo salina (102 a 10) e a inoculacdo de 0,1ml de cada diluicdo em frascos
contendo 5 ml dos meios de cultura semi-sélidos NFb, LGI, JNFb, LGI e LGI-P,
conforme descrito por Ddbereiner et al. (1995). Foram utilizados trés frascos por

diluicdo, os quais foram incubados a 30 °C por cinco dias, avaliando-se,
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posteriormente, a presenca ou auséncia de pelicula caracteristica nos meios de cultivo
(Figura 2). A tabela de McCrady (Dobereiner et al., 1995) foi utilizada para
determinar o numero mais provavel (NMP) de bactérias diazotroficas por grama de
tecido fresco. As culturas que apresentaram o crescimento na forma de pelicula
caracteristica foram utilizadas no isolamento e purificacdo das bactérias diazotroficas
(Dobereiner et al., 1995).

Figura 2. Contagem NMP — Inoculacdo de amostras diluidas e formacdo de pelicula ap6s 5

dias de incubacdo a 30°C

Como o melhor periodo de desenvolvimento da cultura em estudo é o das aguas, as
plantas do campo foram cortadas e um novo ciclo foi iniciado (Novembro a Abril de 2013).
Foram realizadas as mesmas analises de tecido vegetal descrito para o cultivo no periodo seco,
sendo as bactérias quantificadas pelo método de NMP. Detectou-se diferencas quantitativas e
qualitativas na comunidade de bactérias diazotréficas quando comparados os periodos seco e
das aguas, bem como sua contribuicdo para o desenvolvimento das plantas de capim-elefante.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Quantificacéo e Isolamento de Bactérias Diazotrdficas Cultivaveis

A presenca de bacterias diazotréficas colonizando amostras de folha, colmo e raiz
de capim-elefante foi evidenciada pela formacdo de pelicula caracteristica em todos os
cinco meios semi- sélidos inoculados com amostras vegetais. A populacdo natural de
bactérias diazotréficas variou de 10% a 10’ células por grama de tecido fresco Os
resultados mostraram que a populacdo de bactérias diazotréficas variou em fungdo do
meio de cultivo, parte da planta e dias ap6s o plantio. Em geral, a maior populacéo foi
obtida na raiz. Observou-se maior populacdo no meio JMV. O experimento foi realizado
em dois ciclos, um no periodo seco, com baixos indices de precipitacdo e temperaturas
mais baixas e outro ciclo no periodo das aguas onde os indices de precipitacdo

aumentaram e a temperatura também.

Figura 3. Ciclo de desenvolvimento das plantas de capim-elefante aos 30 dias ap0Os
germinacdo (A), 60 DAG (B) e 90 DAG (C) e 120 DAG (D). — Periodo Seco
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Figura 4 . Ciclo de desenvolvimento das plantas de capim-elefante no periodo de
novembro a abril de 2013 — Periodo das &guas
A primeira coleta foi realizada aos 30 dias apds a germinacdo ( Tabela 2), nesta

ocasido as plantas ainda se encontravam bastante tenras e pouco desenvolvidas e por esse
motivo ndo houve separacao entre os tecidos da parte aérea e raiz para que a populagdo de
bactérias pudesse ser melhor observada. Nesta coleta foi possivel observar que o0 meio JMV,
semi seletivo para o género Burkholderia, apresentou a maior populacdo de bactérias
Tabela 2. Contagem por NMP de bactérias diazotréficas presente nas amostras de Folha e
Raiz de plantas de Capim-Elefante submetidas a cinco tratamentos de inoculacéo e a
testemunha (TN). Primeira Coleta aos 30 DAG.

RAIZ e PARTE AEREA

TRATAMENTOS (log10.graiz™)

IMV NFB LGI-P LGI INFB

T1 6,40 5,95 6,40 5,60 6,18

T2 7,65 5,85 5,85 5,95 5,60

T3 8,04 6,65 5,85 6,18 6,88

T4 7,40 6,40 6,48 5,60 5,85

T5 8,04 6,18 6,98 6,18 6,98

TN* 8,04 5,60 >2,00 >2,00 5,60

Populagdo expressa em n° de células/grama de massa fresca. T1= Tratamento 1 referente a
inoculacdo de Gluconacetobacter diazotrophicus, T2= Tratamento 2 referente a
inoculagcdo de Azospirillum brasilense, T3= Tratamento 3 referente & inoculacdo de
Enterobacter cloacae, T4= Tratamento 4 referente a inoculacdo de Gluconacetobacter
sacchari, T5= Tratamento 5 referente a inoculacdo de Azospirillum brasilense, TN=
Referentes aos tratamentos 6, 7 e 8 ndo inoculado.
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Aos 60 dias apds a germinacdo, o numero e a diversidade de bactérias diminuiu
drasticamente (Tabela 3 e 4), chegando a niveis ndo detectaveis em alguns meios de
cultivo. Aos 45 dias ap6s a germinacéo, foi aplicado uma dose de 10kg N/ha, na forma
de sulfato de amonio, em todos os tratamentos inoculados e as doses de 25 kg N/ha e 50
kg N/ha para os tratamentos nitrogenados especificos. Desta forma, € possivel que a
populacdo de alguns grupos de diazotroficos, aos 60 DAG, tenha sido influenciada
negativamente pela adi¢cdo de nitrogénio ao solo. Tem sido relatado que a adubagdo
nitrogenada aumenta o nudmero de bactérias heterotroficas que colonizam a rizosfera de
plantas de poaceas (Kolb e Martin, 1998), o que sugere que o decréscimo no numero de
diazotroficos pode ter sido causado por competicdo entre bactérias diazotroficas e
heterotréficas. Além da adicdo de N, é provavel que as baixas temperaturas e a pouca
precipitacdo do periodo também possa ter influenciado a populacdo de diazotréficos na
raiz e na parte aérea. Estes fatores bidticos influenciam diretamente a taxa de crescimento
das plantas e consequentemente diminuem a taxa de absor¢do de nutrientes, influenciando
negativamente a quantidade e qualidade dos fotoassimilados transferidos até a raiz. Tem
sido sugerido por alguns autores que a variagdo no numero de diazotroficos presentes
associados, principalmente, as raizes, seja governada pela disponibilidade de fontes de

carbono fornecida atravées da exsudacao radicular (Bredemier e Mundstock, 2000).

Tabela 3. Contagem por NMP de bactérias diazotroficas referente as amostras de Raiz de
plantas de Capim-Elefante submetidas a cinco tratamentos de inoculacdo e trés nao

inoculados. Segunda Coleta aos 60 DAG (dias apds a germinagéo).

RAIZ
(log10.graiz’)

TRATAMENTOS JMV NFB LGI-P LGl JNFB
T1 <2,00 8,15 6,30 6,40 <2,00
T2 6,40 <2,00 <2,00 <2,00 <2,00
T3 7,06 <2,00 <2,00 <2,00 <2,00
T4 8,04 5,95 5,95 <2,00 <2,00
T5 7,65 <2,00 6,18 5,95 <2,00
T6 6,60 <2,00 5,60 5,60 <2,00
T7 6,65 <2,00 <2,00 <2,00 <2,00
T8 8,15 5,60 <2,00 5,95 <2,00

Populacao expressa em n° de células/grama de massa fresca. T1= Tratamento 1 referente
a inoculacdo de Gluconacetobacter diazotrophicus, T2= Tratamento 2 referente a

inoculagdo de Azospirillum brasilense, T3= Tratamento 3 referente & inoculacdo de
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Enterobacter cloacae, T4= Tratamento 4 referente a inoculacdo de Gluconacetobacter
sacchari, T5= Tratamento 5 referente a inoculacdo de Azospirillum brasilense, T6,T7 e
T8= Referentes aos tratamentos nédo inoculados.

Tabela 4. Contagem por NMP de bactérias diazotroficas referente as amostras de Parte
aérea de plantas de Capim-Elefante submetidas a cinco tratamentos de inoculagéo e trés

ndo inoculados. Segunda Coleta aos 60 DAG (dias apds a germinacao).

PARTE AEREA
(log10.graiz’™)

TRATAMENTOS JIMV NFB LGI-P LGI INFB
T1 5,60 <2,00 4,60 <2,00 <2,00
T2 4,60 <2,00 <2,00 <2,00 <2,00
T3 5,40 <2,00 <2,00 <2,00 <2,00
T4 5,65 <2,00 <2,00 <2,00 6,48
T5 <2,00 <2,00 <2,00 <2,00 <2,00
T6 5,88 <2,00 4,48 <2,00 <2,00
T7 6,20 <2,00 <2,00 <2,00 <2,00
T8 6,20 <2,00 <2,00 <2,00 <2,00

Populagdo expressa em n° de células/grama de massa fresca. T1= Tratamento 1 referente a
inoculacdo de Gluconacetobacter diazotrophicus, T2= Tratamento 2 referente a inoculacéo
de Azospirillum brasilense, T3= Tratamento 3 referente a inoculacdo de Enterobacter
cloacae, T4= Tratamento 4 referente a inoculacdo de Gluconacetobacter sacchari, T5=
Tratamento 5 referente a inoculacdo de Azospirillum brasilense, T6,T7 e T8= Referentes
aos tratamentos ndo inoculados.

Aos 90 e 120 DAG, a populacdo e a diversidade de diazotroficos tendeu a aumentar
nos diferentes tratamentos. Este comportamento é mais bem observado para 0s
diazotroficos presentes nas raizes (Tabela 5 e 7). Interessantemente, neste periodo iniciou-
se 0 estagio de florescimento das plantas de capim-elefante. Utilizando a técnica de NMP,
outros autores verificaram um comportamento semelhante ao observado neste estudo.
Estes constataram que o numero de bactérias diazotroficas presente nos tecidos de
diferentes poaceas € maior nas raizes, quando comparado a parte aérea, sendo no periodo
do florescimento 0s maiores numeros populacionais destes organismos (Sabino, 2007;
Rodrigues et al., 2006). Existem relatos de que no estidgio do florescimento, devido a
grande necessidade de acumulo de nitrogénio para utilizagdo nos estagios subsequentes,
seja o periodo de maior contribuicdo das bactérias diazotréficas. Para as plantas de capim-
elefante, esta hipdtese ainda precisa ser testada com futuras avaliagcdes experimentais. De
maneira geral, a populacdo de bactérias detectada pela formacédo de pelicula no meio JIMV
ndo sofreu tanta influencia da época de amostragem, dos fatores bioticos e abidticos.
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Tabela 5. Contagem por NMP de bactérias diazotréficas referente as amostras de Raiz
de plantas de Capim-Elefante submetidas a cinco tratamentos de inoculagéo e trés nao
inoculados. Terceira Coleta aos 90 DAG

RAIZ
(log10.graiz’™)

TRATAMENTOS JMV NFB LGI-P LGl JNFB
T1 8,15 5,60 6,48 6,78 8,04
T2 8,15 5,60 <2,00 5,60 6,78
T3 8,04 <2,00 <2,00 5,95 6,18
T4 8,04 5,60 <2,00 <2,00 6,40
T5 8,15 6,40 6,20 6,40 6,18
T6 7,65 <2,00 <2,00 5,60 5,60
T7 7,65 5,60 <2,00 5,85 5,60
T8 8,04 <2,00 <2,00 <2,00 <2,00

Populacao expressa em n° de células/grama de massa fresca. T1= Tratamento 1 referente
a inoculacdo de Gluconacetobacter diazotrophicus, T2= Tratamento 2 referente a
inoculagdo de Azospirillum brasilense, T3= Tratamento 3 referente a inoculagao de
Enterobacter cloacae, T4= Tratamento 4 referente a inoculacdo de Gluconacetobacter
sacchari, T5= Tratamento 5 referente a inoculacdo de Azospirillum brasilense, T6,T7 e
T8= Referentes aos tratamentos ndo inoculados.

Tabela 6. Contagem por NMP de bactérias diazotréficas referente as amostras de Folha
de plantas de Capim-Elefante submetidas a cinco tratamentos de inoculagéo e trés nao
inoculados. Terceira Coleta aos 90 DAG

PARTE AEREA
(log10.graiz’)

TRATAMENTOS IMV NFB LGI-P LGI INFB
T1 5,18 3,85 3,85 <2,00 <2,00
T2 4,30 3,60 <2,00 <2,00 3,95
T3 5,30 <2,00 <2,00 <2,00 <2,00
T4 5,40 <2,00 <2,00 <2,00 <2,00
T5 4,98 3,95 3,85 3,95 3,95
T6 5,65 3,60 3,60 <2,00 <2,00
T7 5,40 3,95 4,18 3,60 4,18
T8 4,65 <2,00 <2,00 <2,00 <2,00

Populagdo expressa em n° de células/grama de massa fresca. T1= Tratamento 1
referente & inoculacdo de Gluconacetobacter diazotrophicus, T2= Tratamento 2
referente a inoculagdo de Azospirillum brasilense, T3= Tratamento 3 referente a
inoculagcdo de Enterobacter cloacae, T4= Tratamento 4 referente & inoculacdo de
Gluconacetobacter sacchari, T5= Tratamento 5 referente a inoculagéo de Azospirillum
brasilense, T6, T7 e T8= Referentes aos tratamentos ndo inoculados.
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Tabela 7. Contagem por NMP de bactérias diazotroficas referente as amostras de Raiz de
plantas de Capim-Elefante submetidas a cinco tratamentos de inoculacdo e trés nao

inoculados. Segunda Coleta aos 120 DAG

RAIZ
(log10.graiz’™)

TRATAMENTOS JMV NFB LGI-P LGI JNFB
T1 5,60 5,60 <2,00 5,60 5,60
T2 5,85 <2,00 <2,00 5,95 <2,00
T3 <2,00 5,85 6,18 5,85 7,65
T4 5,60 <2,00 5,85 <2,00 6,65
T5 7,48 <2,00 6,48 7,48 8,04
T6 6,04 6,48 5,60 6,54 7,65
T7 5,60 <2,00 <2,00 <2,00 6,65
T8 5,60 <2,00 5,85 <2,00 5,60

Populagdo expressa em n° de células/grama de massa fresca. T1= Tratamento 1
referente a inoculacdo de Gluconacetobacter diazotrophicus, T2= Tratamento 2
referente a inoculacdo de Azospirillum brasilense, T3= Tratamento 3 referente a
inoculagdo de Enterobacter cloacae, T4= Tratamento 4 referente a inoculacéo de
Gluconacetobacter sacchari, T5= Tratamento 5 referente a inoculacdo de Azospirillum
brasilense, T6,T7 e T8= Referentes aos tratamentos n&do inoculados.

Tabela 8. Contagem por NMP de bactérias diazotréficas referente as amostras de Folhas
de plantas de Capim-Elefante submetidas a cinco tratamentos de inoculagéo e trés nao
inoculados. Segunda Coleta aos 120 DAG

PARTE AEREA
(log10.graiz’)

TRATAMENTOS JIMV NFB LGI-P LGI IJNFB
T1 4,04 3,85 <2,00 <2,00 4,88
T2 4,18 6,04 <2,00 4,18 4,40
T3 <2,00 3,85 <2,00 4,18 3,85
T4 <2,00 <2,00 <2,00 <2,00 3,48
T5 3,60 <2,00 <2,00 <2,00 3,85
T6 4,48 5,30 3,48 4,98 5,48
T7 3,60 <2,00 <2,00 <2,00 3,85
T8 <2,00 <2,00 <2,00 <2,00 4,04

Populacdo expressa em n° de células/grama de massa fresca. T1= Tratamento 1
referente a inoculacdo de Gluconacetobacter diazotrophicus, T2= Tratamento 2
referente & inoculacdo de Azospirillum brasilense, T3= Tratamento 3 referente a
inoculacdo de Enterobacter cloacae, T4= Tratamento 4 referente a inoculacdo de
Gluconacetobacter sacchari, T5= Tratamento 5 referente a inoculagdo de Azospirillum
brasilense, T6,T7 e T8= Referentes aos tratamentos nédo inoculados.
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Um novo ciclo foi iniciado no periodo das aguas (Novembro a Abril de 2013).
Foram realizadas as mesmas analises de tecido vegetal descrito para o cultivo no periodo
seco, sendo as bactérias quantificadas pelo método de NMP. As tabelas 9 e 10,
apresentam os resultados da contagem aos 60 dias ap6s a germinacao no segundo ciclo
de desenvolvimento do capim elefante pela técnica NMP . E possivel observar um
namero superior de bactérias diazotroficas colonizando as raizes em comparagao a parte
aérea, 0 que ja era previsto. O meio JMV continuou apresentando maior taxa de
formacdo de pelicula caracteristica da fixacdo de nitrogénio quando comparado aos
demais meios utilizado. Em relacdo ao periodo seco, notou-se um aumento da populacédo
de bactérias diazotroficas, o que pode ser justificado pelas condi¢des climaticas que

favoreceram o melhor desenvolvimento das plantas e a interacdo planta-bactéria.

Tabela 9. Contagem por NMP de bactérias diazotroficas referente as amostras de raiz
de plantas de Capim-Elefante submetidas a cinco tratamentos de inoculacao e trés nao

inoculados. Primeira Coleta apds rebrotamento em 24 de janeiro de 2013 (60 DAP)

RAIZ
(log10.graiz™)

TRATAMENTOS JMV NFB LGI-P LGI JNFB
T1 3,95 4,40 5,65 <2,00 4,48
T2 5,60 3,60 5,98 <2,00 4,48
T3 8,40 4,40 3,60 4,48 3,95
T4 6,48 6,48 518 3,60 3,60
T5 8,15 8,15 8,15 7,65 8,15
T6 3,95 3,85 5,30 4,40 4,48
T7 <2,00 <2,00 3,60 <2,00 <2,00
T8 <2,00 <2,00 <2,00 <2,00 3,95

Populacdo expressa em n° de células/grama de massa fresca. T1= Tratamento 1
referente & inoculacdo de Gluconacetobacter diazotrophicus, T2= Tratamento 2
referente a inoculagdo de Azospirillum brasilense, T3= Tratamento 3 referente a
inoculagcdo de Enterobacter cloacae, T4= Tratamento 4 referente & inoculacdo de
Gluconacetobacter sacchari, T5= Tratamento 5 referente a inoculagéo de Azospirillum
brasilense, T6, T7 e T8= Referentes aos tratamentos ndo inoculados.
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Tabela 10. Contagem por NMP de bactérias diazotroficas referente as amostras de
Folha de plantas de Capim-Elefante submetidas a cinco tratamentos de inoculacéo e
trés ndo inoculados. Terceira Coleta apds rebrotamento em 10 de abril de 2013 (90
DAP)

PARTE AEREA
(log10.graiz™)

TRATAMENTOS JMV NFB LGI-P LGI IJNFB
T1 <2,00 5,60 <2,00 <2,00 <2,00
T2 <2,00 5,95 <2,00 <2,00 5,60
T3 <2,00 <2,00 5,60 5,60 5,60
T4 <2,00 7,78 5,60 6,85
T5 6,48 6,48 6,40 <2,00 <2,00
T6 7,60 <2,00 5,95 5,60 6,40
T7 <2,00 5,60 <2,00 <2,00 <2,00
T8 <2,00 5,60 <2,00 5,60 <2,00

Populacdo expressa em n° de células/grama de massa fresca. T1= Tratamento 1
referente a inoculacdo de Gluconacetobacter diazotrophicus, T2= Tratamento 2
referente a inoculagcdo de Azospirillum brasilense, T3= Tratamento 3 referente a
inoculacdo de Enterobacter cloacae, T4= Tratamento 4 referente a inoculacdo de
Gluconacetobacter sacchari, T5= Tratamento 5 referente & inoculacdo de Azospirillum
brasilense, T6,T7 e T8= Referentes aos tratamentos nao inoculados.

A (ltima coleta foi realizada aos 120 dias ap6s a germinacdo (Tabelas 11 e 12)
apresentando uma populacdo de bactérias superior a contagem realizada no periodo seco.
As condicBes climaticas de umidade, temperatura e precipitacdo podem ter sido
responsaveis pelo melhor desenvolvimeto da comunidade bacteriana o que justifica o
aumento da populacdo quando comparado ao periodo seco. Os tecidos radiculares, como
nas outras coletas, apresentaram um numero maior de bactérias quando comparado aos
tecidos de parte aéra e isso se explica pela maior superficie de contato com a biota do
solo favorecendo a associagdo das bactérias como vegetal. Nesta ultima coleta foi
possivel perceber um maior equilibrio dos géneros bacterianos que estdo associados a
planta, os meios semi-solidos semi seletivos para géneros distintos apresentaram pelicula
caracteristica da fixacdo biologica de nitrogénio de forma homogénea, ou seja, 0s

diferentes géneros bacterianos conseguiram se desenvolver de maneira mais equilibrada.
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Tabela 11. Contagem por NMP de bactérias diazotroficas referente as amostras de Raiz
de plantas de Capim-Elefante submetidas a cinco tratamentos de inoculacao e trés nao

inoculados. Terceira Coleta apds rebrotamento em 10 de abril de 2013 (120 DAP)

RAIZ
(log10.graiz™)

TRATAMENTOS JMV NFB LGI-P LGI JNFB
T1 6,88 5,60 6,85 6,40 7,48
T2 7,40 6,48 6,85 6,30 7,40
T3 7,98 6,40 6,85 6,48 7,98
T4 6,40 6,85 7,18 6,40 7,98
T5 7,65 7,65 6,78 6,30 7,18
T6 5,95 6,85 7,30 6,18 5,60
T7 5,60 5,60 6,85 7,18 7,04
T8 <2,00 5,60 7,30 7,65 5,60

Populagdo expressa em n° de células/grama de massa fresca. T1= Tratamento 1
referente a inoculacdo de Gluconacetobacter diazotrophicus, T2= Tratamento 2
referente a inoculacdo de Azospirillum brasilense, T3= Tratamento 3 referente a
inoculagdo de Enterobacter cloacae, T4= Tratamento 4 referente & inoculagdo de
Gluconacetobacter sacchari, T5= Tratamento 5 referente a inoculacdo de Azospirillum
brasilense, T6,T7 e T8= Referentes aos tratamentos n&o inoculados.

Tabela 12. Contagem por NMP de bactérias diazotroficas referente as amostras de
Folhas de plantas de Capim-Elefante submetidas a cinco tratamentos de inoculacéo e
trés ndo inoculados. Terceira Coleta apos rebrotamento em 10 de abril de 2013 (120
DAP)

PARTE AEREA
(log10.graiz’™)

TRATAMENTOS JIMV NFB LGI-P LGI IJNFB
T1 5,95 4,30 4,98 6,04 6,48
T2 <2,00 4,18 6,88 <2,00 3,60
T3 <2,00 4,18 6,30 5,95 3,60
T4 3,95 3,85 6,30 <2,00 <2,00
T5 5,95 3,60 5,85 <2,00 3,60
T6 5,85 6,30 6,54 3,60 4,60
T7 3,60 <2,00 3,60 3,78 <2,00
T8 <2,00 <2,00 6,04 3,95 3,95

Populagdo expressa em n° de células/grama de massa fresca. T1= Tratamento 1
referente & inoculagdo de Gluconacetobacter diazotrophicus, T2= Tratamento 2
referente a inoculacdo de Azospirillum brasilense, T3= Tratamento 3 referente a
inoculacdo de Enterobacter cloacae, T4= Tratamento 4 referente a inoculacdo de
Gluconacetobacter sacchari, T5= Tratamento 5 referente a inoculacdo de Azospirillum

brasilense, T6,T7 e T8= Referentes aos tratamentos ndo inoculados.
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Ao fim das coletas e processamento das amostras foram obtidos cerca de 20
isolados por coleta, totalizando aproximadamente 180 estirpes de bactérias
diazotroficas isoladas ao fim deste trabalho. Estas estirpes foram armazenadas em

frascos contendo 5ml de meio batata ou Dygs e submersas em éleo mineral.

Figura 5. Isolados das estirpes de cadaamostragem obtida e estocada em meio batata sélido
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6. CONCLUSOES

A utilizacdo de métodos dependentes de cultivo mostrou que a populacdo de
bactérias totais e diazotréficas foram influenciadas pelo tecido vegetal, sendo a maior
populacdo encontrada nos tecidos de raiz;

Considerando a comunidade bacteriana, 0s géneros Gluconacetobacter,
Enterobacter e Burkholderia foram predominantemente detectados por métodos
dependentes de cultivo.

No periodo seco, durante a época de florescimento das paniculas, observou-se
um maior nimero de bactérias.

No periodo chuvoso o nimero de bactérias foi superior em relacdo ao periodo

seco, tanto na raiz como na parte aérea.
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