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RESUMO GERAL

As pastagens brasileiras (260 milhdes ha) sd@o ocupadas principalmente com gramineas
do género Brachiaria em razdo de sua elevada adaptabilidade e tolerancia as condi¢des
de solos &cidos e de baixa fertilidade, aliada ao seu valor forrageiro. A maior evidéncia
da importancia das forrageiras € o fato de o Brasil possuir 0 maior rebanho bovino
comercial, ser 0 maior produtor e exportador de carne e o0 quinto maior produtor de leite.
Apesar disso, estima-se que de 50 a 70% das pastagens cultivadas no Brasil encontram-
se em processo de degradacao, sendo o nutriente nitrogénio o seu principal fator limitante.
No entanto, aplicacdo de fertilizantes nitrogenados onera a producédo, sendo assim, uma
alternativa para o suprimento de nitrogénio, mesmo que parcial, seria a utilizacdo de
bactérias fixadoras de nitrogénio. Diante do exposto, 0 presente estudo teve por objetivo
analisar a diversidade de bactérias diazotroficas associadas e endofiticas em vinte
genotipos de Brachiaria mantidos no Banco Ativo de Germoplasma (BAG) do Centro
Nacional de Pesquisa de Gado de Corte (CNPGC) e analisar a capacidade funcional das
estirpes isoladas em solubilizar fosfato inorgénico e 6xido de zinco, produzir sideroforos
e acido-3-indolacético (AlA), e degradar celulose. Em adicdo, foi avaliado o efeito da
inoculacdo de isolados com caracteristicas funcionais contrastantes em doze genétipos de
Brachiaria em experimento em caixas com solo em casa de vegetacao. As bactérias foram
isoladas de amostras de solo rizosférico e raizes com e sem desinfestagdo superficial de
todos os vinte gendtipos desta graminea. Foram utilizados dois meios de cultura semi-
solidos e semi-seletivos: LGI (Nitrospirillum amazonense) e NFb (Azospirillum spp.). Os
testes das capacidades funcionais foram realizados in vitro e foram utilizados como
critério de selecdo dos 32 isolados bacterianos utilizados no experimento de inoculagdo
em casa-de-vegetacdo. Foram realizados trés cortes durante o ciclo da planta e que foram
avaliados os parametros de massa seca da parte aérea e da raiz, e o Ntotal acumulado na
planta. Foram obtidos um total de 222 isolados, sendo a maioria isolados de solo rizosfera
e raizes ndo desinfestadas. O tamanho da populacdo de bactérias diazotréficas viaveis,
colonizando os 20 gendtipos em estudo, variou de 102 a 108 bactérias por grama de solo
ou raiz, sendo a maior populacdo observada nas raizes desinfestadas da Brachiaria
humidicula H47. No entanto, a maior diversidade de espécies bacteriana foi proveniente
do gendtipo B. decumbens D24/27 e o maior numero de isolados foi obtido do genétipo
de B. decumbens X009. O sequenciamento do gene 16S rRNA das bactérias confirmou a
presenca dos géneros Azospirillum e Nitrospirillum, além de revelar a presenca de outros
15 géneros bacterianos. Dos 222 isolados, 39,2% foram capazes de solubilizar fosfato
inorganico e 9,5% de Zn, 32,4% apresentaram capacidade celulolitica, 84,2% produziram
siderdforos e 18,5% de compostos ind6élicos em condicBes in vitro enquanto a presenca
do gene nifH foi observada em 85,14% dos isolados. A avaliacdo das caracteristicas
funcionais mostrou que 0,9% possuem todas as seis fungdes, 5,4% apresentaram cinco
das caracteristicas avaliadas, 42,8% possuem pelo menos trés caracteristicas, 41,9%
apresentam duas caracteristicas funcionais, 7,7% apresentaram somente uma capacidade
funcional enquanto que 1,3% n&o apresentaram nenhuma das capacidades funcionais
avaliadas. Os estudos de inoculacdo das estirpes nos genotipos cultivados em casa de
vegetacdo mostraram que houve diferenca significativa a 0,1% em relagdo ao controle
absoluto na producéo de biomassa e no acimulo de N da planta para a maioria dos doze
gendtipos de Brachiaria testados, estes sendo de até 76,9% para a massa seca da planta e
de até 54,3% para o0 acimulo de N da planta. Os resultados indicam que a utilizacdo de
inoculantes com essas bactérias pode ser uma alternativa natural na reducdo do uso do
fertilizante nitrogenado em busca de diminuigdo dos custos de producdo em pastagens.
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Além disso, é uma tecnologia limpa, o que contribui para a sustentabilidade das atividades
agropecudrias no Brasil, sem comprometer 0 meio ambiente e consequentemente ajudara
0 pais a atingir seus compromissos mundiais na reducao de emissdo de gases de efeito
estufa e as mudancas climaticas globais.

PALAVRAS-CHAVE: Pastagem, bactérias promotoras crescimento vegetal, gene 16S
rRNA, inoculacdo, diversidade
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ABSTRACT

Pastures are of great importance for Brazilian cattle and dairy cattle, where about 260
million ha are occupied by native and cultivated pastures. The pastures are mainly
occupied with grasses of the genus Brachiaria, due to their high adaptability and tolerance
to the acidic soils and low fertility conditions, together with their protein forage value.
The greatest evidence of the forage grasse importance is the fact that Brazil has the largest
commercial cattle herd, is the largest producer and exporter of meat and the fifth largest
milk producer. Despite its economic importance, it is estimated that from 50 to 70% of
the pastures cultivated in Brazil are in the process of degradation, being nitrogen its main
limitation cause. However, nitrogen fertilizer is applied to increase the production, thus,
an alternative for the nitrogen supply, even partially, is the use of nitrogen fixing bacteria.
In this sense, the present study aimed to analyze the diversity of associative and
endophytic diazotrophic bacteria present in twenty Brachiaria genotypes kept in the
Germplasm Active Bank (GAB) of the National Center for Research Gado de Corte
(NCRGC) and to analyze the functional capacity of the isolated strains in solubilizing
inorganic phosphate and zinc oxide, producing siderophores and acid-3-indoleacetic acid
(AlA), and degrading cellulose. In addition, the inoculation effect of the isolates with
contrasting functional characteristics was evaluated in twelve Brachiaria genotypes
grown in soil boxes in a greenhouse. The bacteria were isolated from rhizospheric soil
and roots with and without surface disinfestation samples of all twenty genotypes. Two
semi-solid and semi-selective culture media were used: LGI (Nitrospirillum amazonense)
and NFb (Azospirillum spp.). The functional capacity tests were performed in vitro and
were used as selection criteria for the 32 bacterial isolates used in the greenhouse
inoculation experiment. Three cuts were made during the plant cycle and the
parametersdry mass of shoot and root, and N total accumulated in the plant were
evaluated. A total of 222 isolates were obtained, most of which were isolated from
rhizosphere soil and non-disinfested roots. The population size of viable diazotrophic
bacteria, colonizing the 20 genotypes, ranged from 102 to 108 bacteria per gram of fresh
tissue, the largest population was observed in disinfested roots of B. humidicula H47.
However, the greatest diversity of bacterial species came from the genotype B. decumbens
D24 / 27 and the greatest number of isolates was obtained from the genotype of B.
decumbens X009. Sequencing the 16S rRNA gene from the bacteria confirmed the
presence of the genera Azospirillum and Nitrospirillum, and in addition to the presence
of 15 other bacterial genera. Out of the 222 isolates, 39.2% were able to solubilize
inorganic phosphate and 9.5% of Zn, 32.4% presented cellulolytic capacity, 84.2%
produced siderophores and 18.5% indole compounds under in vitro conditions while the
presence of the nifH gene was observed in 85.14% of the isolates. The evaluation of
functional characteristics showed that 0.9% had all six functions, 5.4% had five of the
characteristics evaluated, 42.8% had at least three characteristics, 41.9% presented two
functional characteristics, 7.7% presented only a functional capacity while 1.3% did not
present any of the functional capacities. The strain inoculation studies showed that there
was a significant difference at 0.1% in relation to absolute control in the biomass
production and N accumulation in the plant of the twelve Brachiaria genotypes, these
being up to 76.9% for the dry mass and up to 54.3% for the N accumulation in the plant.
The results suggest that the use of inoculants with these bacteria may be a natural
alternative in reducing the use of nitrogen fertilizer in order to reduce the costs in pastures.
In addition, inoculation is a clean technology, which contributes to the sustainability of
agricultural activities in Brazil, without compromising the environment. It may also help
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the country to achieve its global goals in reducing greenhouse gas emissions and global
climate change.

KEY WORDS: Pasture, plant growth promoting bacteria, 16S rRNA gene, inoculation,
diversity
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1- INTRODUCAO

No Brasil, as gramineas constituem a base da alimentacdo da bovinocultura de
corte e de leite (ANDRADE, 1994; LIMA E DEMINICES, 2008). As pastagens alem de
serem uma importante fonte alimentar para o gado, sdo consideradas uma alternativa
pratica e econdmica para 0 desenvolvimento de uma pecuaria sustentdvel. O pais
apresenta condicdes edafo-climaticas adequadas para producdo de carne e leite com
qualidade em sistemas com baixo custo de produgdo; a grande extensdo de area cultivada
pelo género Brachiaria, evidencia a flexibilidade de adaptacdo, uso e manejo desta
graminea a diversidade de condi¢des de solos e climas.

As pastagens nativas e cultivadas no Brasil ocupam atualmente uma area ao redor
de 260 milhdes ha, abrigando aproximadamente 221 milhGes de cabegas bovinas
(ABIEC, 2018; USDA, 2018), embora os dados do IBGE (2018) relatam que o rebanho
bovino brasileiro € de 170 milhdes de cabecas, além de outras espécies de animais tais
como caprinos, equinos, muares, asininos e bubalinos , sendo 76 milhGes somente na
regido dos Cerrados, bioma no qual o género Brachiaria constitui mais de 85% das
gramineas forrageiras cultivadas, dos quais 25% sdo ocupados por B. decumbens, 50% B.
brizantha, 9% B. humidicola e 1% B. ruziziensis, B. dictyoneura e outras (MACEDO,
2005).

No entanto, a maioria das pastagens encontram-se em algum estadio de
degradacédo (OLIVEIRA etal., 2003; YDOYAGA et al., 2006; DIAS FILHO et al., 2008;
DIAS-FILHO, 2011), sendo considerado a limitacdo de nitrogénio um dos principais
fatores responsaveis pelo processo (OLIVEIRA et al.,1997), pois tem sido demonstrado
que a solucdo de apenas este problema pode elevar consideravelmente a producao destas
areas (BODDEY et al., 2003).

Em reviséo publicada por Baldani e Baldani (2005) sobre o processo de fixacéo
bioldgica de nitrogénio (FBN) em plantas forrageiras ndo leguminosas, 0s autores
indicam que a FBN é uma fonte renovavel e continua. Deste modo a FBN em pastagens
pode ter um papel importante, onde a pratica de inoculacdo das gramineas com bactérias
diazotréficas associativas especificas, podera substituir, ainda que parcial, a fonte
guimica de nitrogénio em sistemas intensivos, a exemplo dos rotacionados.

Logo, pesquisas voltadas a determinar a contribuicio da FBN para
sustentabilidade desse sistema sdo de suma importancia, uma vez que se trata de uma
caracteristica adequada ao uso minimo de insumo nitrogénio. Ainda sob o ponto de vista
ambiental, a sustentabilidade do sistema de pastagem representard um melhor uso da terra
com a consequente preservacao dos ecossistemas ainda intactos.

Devido ao contexto apresentado, o presente estudo tem como objetivo geral
selecionar interacGes benéficas entre bactérias diazotrdficas e gendtipos de Brachiaria
visando a insercdo do processo de FBN nos programas de melhoramento de pastagens.



2 - HIPOTESE

A inoculacéo de pastagens de Brachiaria com bacteérias diazotroficas associativas
isoladas de genotipos de Brachiaria pode contribuir para a promogdo de crescimento -
das plantas, reduzindo o uso de fertilizantes nitrogenados e proporcionando assim a
adocdo desta tecnologia no meio agricola.

3 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Isolar representantes de bactérias diazotroficas dos géneros Azospirillum e
Nitrospirillum associadas a rizosfera e as raizes de 20 genotipos de Brachiaria
por métodos tradicionais de cultivo em meios semi-seletivos NFb e LGI semi-
solido;

» ldentificar estirpes promissoras que possam contribuir com quantidades
significativas de N via FBN e auxiliar na promocéo de crescimento vegetal por
meio de outros mecanismos funcionais como a producdo de fitoreguladores e
siderdforos, solubilizacdo de fosfato e 6xido de zinco, e capacidade celulolitica; e

» Determinar a capacidade das bactérias diazotroficas em promover o crescimento
de gendtipos de Brachiaria spp., cultivados em condicGes de casa de vegetacao,
por meio das andlises de parametros de crescimento.



4 - REVISAO DE LITERATURA

4.1 - O género Brachiaria

Braquiaria € um género botanico pertencente a familia Poaceae, subfamilia
Panicoidea, tribo Paniceae, descrito primeiramente por Trinius (1834) (PALMER, 1987)
como uma subdivisdo de Panicum, posteriormente elevado a categoria de género por
Grisebach (1853) (CLEGG E ZURAWSKI, 1992). O género retne cerca de 100 espécies,
distribuidas amplamente em regides topicais, especialmente na Africa, seu maior centro
de diversidade (MONTEIRO et al., 1974; VALLE E MILLES, 1994; RENVOIZE et
al.,1996).

No Brasil, existem cinco espécies nativas (B. adspersa, B. fasciculata, B. mollis,
B. reptans, B. venezuelae), porém ndo sdo utilizadas em pastagens por ndo possuir
potencial forrageiro (PIZARRO et al., 1996). De acordo com Silva e colaboradores
(2010), as espécies mais utilizadas sdo B. brizantha, B. decumbens, B. humidicola e B.
ruziziensis, devido ao elevado valor forrageiro, adaptabilidade e tolerancia a solos acidos
e de baixa fertilidade (FRANCO E ROSA, 2003)

As pastagens, devido ao seu baixo custo de producdo em relacéo aos concentrados,
representam a forma mais préatica e econdmica de alimentacdo de bovinos e constituem a
base de sustentacdo da pecuaria brasileira (CUNHA et al., 2007). Desta forma, o cultivo
de plantas forrageiras, assume papel relevante para a cadeia produtiva de carne e leite e
entre as espécies forrageiras, os capins do género Brachiaria sdo conhecidos sob o prisma
da forragicultura desde 1950.

Historicamente a introdugéo da Brachiaria como forrageira no Brasil se deu a
partir da década de 50, com a B. decumbens BRA-000191, registrado e lan¢ado em 1952,
pelo Instituto de Pesquisa Agropecuaria do Norte (IPEAN), em Beléem, PA. No entanto,
ndo foi utilizada devido & baixa producdo de sementes (SERRAO E SIMAO NETO,
1971). Somente no inicio da década de 60, um segundo genétipo da espécie foi
introduzido no Brasil, pelo Internacional Research Institute (IRI). A australiana B.
decumbens cv. Basilisk, originario da semente CPI 1694 proveniente do Departamento
de Agricultura de Uganda em 1930, foi introduzida no interior de S&o Paulo pelo antigo
IPEAN (atual EMBRAPA) (KARIA et al., 2006), registrada como cultivar BRA-
0011058. Este cultivar apresentava caracteristicas agronémicas que atendiam as
necessidades dos produtores da época, tornando-se a primeira forrageira plantada em
larga escala no pais (FISHER E KERRIDGE, 1996; PIZARRO et al., 1996). Na mesma
época, foram introduzidas as australianas B. ruziziensis e B. humidicola. Posteriormente,
em 1984, a espécie B. brizantha cv. Marandu foi langcada no mercado, apresentando
tolerancia a cigarrinha-das-pastagens, diferentemente da B. decumbens. Devido a esta
caracteristica a B. brizantha passou a ser a forrageira mais plantada no Brasil (KARIA et
al., 2006).

4.2 - Importancia econdmica da Brachiaria
As pastagens constituem um dos principais sistemas produtivos do mundo,
ocupando cerca de 70% das areas agricultaveis (DUBEUX JR et al., 2011), e sdo de
consideravel importancia em regides de clima temperado e tropical (BRAGA, 2010). No
Brasil, aproximadamente 260 milhdes de hectares, sob diferentes situacGes de clima e
solo, séo cobertos por pastagens nativas e cultivadas (IBGE, 2014), principalmente com
gramineas do género Brachiaria.
A introducdo de braquiaria no Brasil provocou uma verdadeira revolugdo na
produtividade das pastagens e na atividade pecuéria, por viabilizar a pecuéria em solos
3



acidos e de baixa fertilidade, predominantes nos cerrados (COSTA et al., 2006), e por
criar novos polos de desenvolvimento. Por isso, 0 grande interesse dos pecuaristas pelas
espeécies de B. brizantha, B. decumbens, B. humidicula e B. ruziziense, se prende ao fato
de essas serem plantas com alta producdo de massa verde, apresentarem poucos
problemas de doencas e mostrarem bom crescimento durante a maior parte do ano,
inclusive no periodo seco. Além disso, a importancia do género é aumentada pela
adaptabilidade que essas espécies apresentam a varios tipos de solos (SOUZA FILHO E
DUTRA, 1991) e, principalmente, pela resisténcia a cigarrinha-das-pastagens (VALLE
et al., 2000).

Para salientar a importancia dos pastos para a economia brasileira, deve ser
observado que o Brasil possui 0 maior rebanho de bovinos comercial do mundo (221
milhdes de cabecas) com os Estados Unidos (92,7 milhdes de cabecas) e a China (83,6
milhGes de cabecas) ocupando a segunda e terceira posi¢do, respectivamente, sendo a
regido Centro Oeste a maior produtora com 34,4% deste efetivo (ABIEC, 2018; USDA,
2018). No entanto, segundo os dados do IBGE (2018) o tamanho efetivo do rebanho
bovino brasileiro é de 170 milhdes de cabecas. No mercado interno a bovinocultura de
corte representa a maior fatia do agronegaécio brasileiro, gerando faturamento de R$433
bilhdes em 2017 e foi responsavel pela criacdo de 353.725 vagas de trabalho com carteira
assinada, de acordo com os dados do Cadastro Geral do Empregados e Desempregados
(CAGED) (ABIEC, 2018). J& no mercado internacional, hoje o Brasil é o maior
exportador mundial de produtos bovinos (carne in natura, industrializada, midados, tripas
e salgados) tendo exportado em 2017 cerca de 2,0 milhdes de toneladas de produtos
gerando ao Pais um rendimento bruto de US$6,2 bilhdes (ABIEC, 2018).

Nos ultimos anos, o cultivo de Brachiaria tornou-se um dos principais
componentes das pastagens semeadas com maior area plantada e, portanto, a mais
importante neste segmento do agronegécio brasileiro. Estima-se que a area plantada no
pais com as quatro principais espécies de braquiaria (B. brizantha, B. decumbens, B.
ruziziensis e B. humidicola) representa 85% da area coberta com forragens cultivadas
(BARCELLOS et al., 2001). Em 2006 mais de 60 milhGes de hectares foram cultivados
com um Unico clone de B. brizantha (variedade Marandu ou Brizantdo) (BARBOSA et
al., 2006), no entanto, atualmente as variedades mais utilizadas sdo as Marandu, Xaraés
e Piatd (EMBRAPA GADO DE CORTE, 2014).

Diante do contexto, pode-se atribuir o crescente papel que o género Brachiaria
vem assumindo em todas as regides pecudrias, por serem forrageiras de alta producéo de
matéria seca, onde as principais espécies se adaptam a varios tipos de solo, ndo
apresentando problemas limitantes de doencas e seu crescimento bem distribuido durante
a maior parte do ano (HUTTON,1977).

4.3 - Importancia do nitrogénio nas pastagens

O nitrogénio é o principal nutriente para manutencdo da produtividade das
gramineas forrageiras, sendo essencial na formacdo das proteinas, acidos nucléicos,
clorofila, ATP, NADH, NAPH e outros compostos que participam ativamente na sintese
dos compostos organicos constituintes da estrutura vegetal (HARPER,1994; MOREIRA
E SIQUIRA, 2006; SOUZA E FERNANDES, 2006). O nitrogénio é portanto,
responsavel por caracteristicas ligadas ao porte da planta, tais como o tamanho das folhas,
tamanho do colmo, formagdo e desenvolvimento dos perfilhos (WERNER, 1986). A
produtividade de gramineas forrageiras depende da continua emissdo de folhas e
perfilhos, processo importante para a restauracdo da &rea foliar apds pastejo ou corte e
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que garante a perenidade a forrageira (GOMIDE E GOMIDE, 2000), sem alterar a
qualidade da mesma.

Os sintomas de deficiéncia de N sdo caracterizados pelo amarelecimento das
folhas mais velhas, reduzindo a taxa fotossintética, proporcionando o crescimento
reduzido das plantas. A deficiéncia deste nutriente tem sido apontada como a principal
causa para a reducédo da produtividade e degradacdo das pastagens (OLIVEIRA et al.,
1997). Isto ocorre em pastagens que nao receberam adubacdo nitrogenada ou que
receberam o N em baixos niveis. O N fornecido adequadamente em condigdes favoraveis
para o crescimento das plantas, proporciona aumento na producdo de matéria seca e do
teor de proteina, a partir da producédo de carboidratos (HAVLIN et al., 2005).

O N pode ser incorporado ao solo através de compostos organicos e/ou
inorganicos, fixagdo bioldgica (simbidtica ou ndo) e fixagdo por descargas elétricas. A
mais importante fonte de N é a atmosfera (HUERGO, 2006). O nitrogénio molecular (N2),
constitui 4/5 da atmosfera terrestre, no entanto, é metabolicamente indisponivel a mais de
99% dos organismos vivos (GALLOWAY et al., 2003) devido a estabilidade de sua
ligacdo tripla (MADIGAM et al., 2004). Cerca de 65% do total de N fixado na Terra é
devida a fixacdo biologica de nitrogénio (FBN) (NEWTON, 2002; AZEVEDO, 2010), o
que a faz ser considerada o segundo processo bioldgico mais importante, perdendo
somente para a fotossintense (MOREIRA E SIQUEIRA, 2006).

Ao pensar na conservagdo dos recursos ndo-renovaveis, na preservacdo do meio
ambiente e no Onus economico decorrentes da compra de fertilizantes nitrogenados
sintéticos pelos agricultores, considerando quea quantidade de N aplicado na agricultura
varia de 40 a 200 Kg de N ha (BRAVIN E OLIVEIRA, 2014) e que o Brasil importa
atualmente 70-80% do N utilizado na agricultura (ANDA,2015) vérias pesquisas estao
sendo direcionadas ao estudo do processo da FBN (CONCEICAO et al., 2009; SILVA
et al. 2010; DE MORAIS et al., 2012). Devido ao grande beneficio gerado por esta
pratica, muitos estudos tém buscado bactérias que realizam o processo de fixacdo de N
em associa¢do com gramineas.

Considerando a urgéncia e a importancia do desenvolvimento de insumos que
venham a substituir ou diminuir a utilizacdo de energias ndo-renovaveis, a inoculacao
com bactérias diazotroficas pode ser uma alternativa biotecnolégica na busca pela
sustentabilidade dos sistemas agricolas, uma vez que, pode promover incrementos na
producdo das plantacdes com menor dependéncia de fertilizantes quimicos nitrogenados
(BODDEY et al.,, 1997), uma vez que estes microrganismos podem atuar na
disponibilidade de N para a planta (BALDANI et al., 1997).

4.4 — Fixacao bioldgica de nitrogénio em gramineas forrageiras

A via de entrada de N por meio da FBN no sistema de pastagem ¢é realizada por
varias espécies bacterianas que podem se associar a diversas plantas em diferentes graus
de especificidade levando a classificacdo como bactérias de vida livre e associativas que
podem ainda ser classificadas como endofiticas facultativas ou endofiticas obrigatorias
(BALDANI et al., 1997). Esses procariontes possuem um complexo enziméatico chamado
de nitrogenase, que € capaz de romper a tripla ligacdo do N2 atmosférico e provocar a sua
reducdo até amonia (NHs").

A maioria dos estudos envolvendo o isolamento e a identificacdo de bacterias
fixadoras de N com forrageiras iniciado na década de 60 a 80 (NEYRA E DOBEREINER,
1977). Experimentos conduzidos pelo método de incorporagdo do °N gés, confirmaram
gue algumas gramineas tropicais se beneficiam de nitrogénio fixado biologicamente (DE-
POLLI, 1975; RUSCHEL, 1975; DE-POLLI etal., 1977). De-Polli et al. (1977) por meio
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dessa técnica observou a ocorréncia de FBN em B. decumbens. Boddey e Victoria (1986)
ao trabalharem com as espécies Brachiaria humidicula e B. decumbens, através da técnica
de diluicdo isotopica de '°N, obtiveram valores de 30 a 45 Kg ha'! ano? de N,
respectivamente, advindo da FBN, enquanto Reis et al. (2001) usando a mesma técnica
encontraram que a contribuicdo da fixacdo bioldégica de N em plantas de B.
decumbens e B. humidicola foram de 15,0 e 12,7% e 19,4 e 9,7%, respectivamente nos
periodos, seco e das aguas, no municipio de Seropédica-RJ.

Miranda et al. (1990) demonstraram que entre 16% e 39% de todo o N acumulado
em diferentes ec6tipos de Panicum maximum foi proveniente do processo de fixagédo
bioldgica quando avaliado através da técnica de diluicio isotdpica de °N. Reis et
al. (2001) também mostraram que entre 25 e 40% de N da planta (105 e 165 kg N ha?)
de nove cultivares de Pennisetum purpureum eram derivados da FBN, em uma
amostragem no periodo seco em Seropédica-RJ. J& no trabalho realizado por Quesada
(2001) na época das aguas, os autores observaram uma contribuicdo da FBN em P.
purpureum de até 48%. Souto e Silva (1989) em oito avaliacdes sob condi¢des de campo
encontraram que, entre 13 capins selecionados para Baixada Fluminense, a espécie B.
humidicola apresentou a maior contribuicdo da FBN. Alves et al. (2000) mostraram
também o ingresso total de N em pastagem de B. humidicola, via FBN, de 84 e 56 kg N
hal, em taxas de lotagdo de 2 e 4 animais/ha, respectivamente.

Segundo Moreira et al., (2010), a FBN tem mantido niveis razoaveis de
produtividade em algumas areas de pastagens sem a aplicacdo de adubos nitrogenados.
Ja Silva e colaboradores (2010), ao avaliarem a FBN em pastagem com diferentes
intensidades de corte na Zona da Mata de Pernambuco, constataram contribuicdo da FBN,
estimada com a técnica da abundancia natural de N em torno de 10 a 42% em pastagens
formadas de Brachiaria humidicola, B. decumbens e Pennisetum purpureum.

Embora os estudos realizados por Boddey e Victoria (1986) e Braz et al. (2004),
demontraram que as contribui¢cGes da FBN néo ultrapassam a 40% do N acumulado pelas
plantas, Reis Junior et al. (2002) sugerem que € possivel que, para sistemas de manejo
mais extensivos em que as perdas sao menos expressivas, a quantidade de N fixado seja
suficiente para proporcionar um balanco positivo de N para o sistema solo-planta, e com
isto, permitir uma maior longividade da pastagem.

Nesse contexto, a interacdo de bactérias diazotréficas com diversas culturas tem
sido tema de pesquisas no mundo todo, devido ao potencial biotecnoldgico evidenciado
no aumento da produtividade das culturas, possibilidade de reducdo dos custos de
producdo ao diminuir o uso de adubos nitrogenados e, consequentemente, melhor
conservacao dos recursos ambientais.

4.5 - Bactérias diazotroficas associativas

De acordo com a definigédo sugerida por Baldani et al. (1997), os microrganismos
diazotroficos associativos podem ser divididos em dois grupos, sendo eles os endofiticos
facultativos (colonizam tanto rizosfera como interior de raizes) e os endofiticos
obrigatdrios, os quais colonizam o interior de raizes. No entanto, Reinhold-Hurek e Hurek
(1998) para enfatizar a diferenca ecoldgica entre os endofitos associados a gramineas e
outros microrganismos invasivos para 0s quais o solo é um habitat alternativo comum,
propurseram o termo "endofitos oportunistas™ para o ultimo. Posteriormente, Hardoim et
al. (2008) propurseram o termo endofitico transitorio para referir as bactérias enddfiticas
que entram na planta por acidente na auséncia de forcas seletivas e se mantém no tecido
interno da planta. As primeiras espécies de bactérias diazotroficas associativas foram



isoladas de raizes e partes aéreas de espécies de importancia agricola como as gramineas
(DOBEREINER E DAY, 1976).

Dentre as bactérias diazotréficas mais estudadas destacam-se aquelas pertencentes
aos géneros Azospirillum, Nitrospirillum, Herbaspirillum e Burkhoderia. As mesmas ja
foram isolados de diversas plantas com destaque para plantas de milho (DOBEREINER
E DAY, 1976; PERIN et al., 2006; ROESCH et al., 2007; REIS JUNIOR et al., 2008);
cana-de-aclicar (DOBEREINER E DAY, 1976; DOBEREINER et al., 1993; REIS
JUNIOR et al., 2000; REIS JUNIOR et al., 2004); poéceas forrageiras (braquiaria, capim
carona e capim mimoso) no Pantanal Sul Matogrossense (BRASIL et al., 2005); sorgo
forrageiro (BERGAMASCHI et al., 2007); gramineas forrageiras no semiarido brasileiro
(SANTOS et al., 2013); gramineas C4 mais abundantes das pastagens naturais da
América do Sul (Axonopus affinis, Paspalum notatum, Andropogon lateralis e Aristida
laevis) (MARQUES et al., 2017); gramineas forrageiras nativas na planicie de inundacao
do Pantanal brasileiro (Mesosetum chaseae, Axonopus purpusii e Hymenachne
amplexicaulis) (SOUZA et al., 2017), entre outras gramineas. Dentro deste grupo,
também estdo as bactérias do género Gluconacetobacter (YAMADA et al., 1997), que
colonizam partes internas das raizes e partes aéreas de milho e cana-de-acUcar
(BALDANI et al., 1997).

Bactérias do género Azospirillum sdo consideradas endofiticas facultativas
(BALDANI et al., 1997), pois, além de colonizarem os hospedeiros podem sobreviver no
solo (DOBEREINER, 1992). Os microrganismos diazotréficos do género Azospirillum
podem desempenhar importante papel na reabilitacdo e sustentabilidade dos ecossistemas
uma vez que incorporam N por meio da fixacéo biol6gica em quantidade que pode variar
de 25 a 50 kg ha! ano? e ainda produzem e liberam substincias reguladoras de
crescimento vegetal, como auxinas, giberilinas e citocininas, as quais contribuem para
melhorar a nutricdo mineral e utilizacdo de &gua pelas plantas (BAZZICALUPO E
OKON, 2000; KUSS et al., 2007).

Atualmente ha 19 espécies descritas para o género Azospirillum, sendo elas, A.
brasilense (corrig. TARRAND et al., 1978) A. canadense (MEHNAZ et al., 2007), A.
doebereinerae (ECKERT et al., 2001), A. formosense (LIN et al., 2012), A. haloprae-
ferens (REINHOLD et al., 1987), A. irakense (KHAMMAS et al., 1989), A. largimobile
(corrig. (SKERMAN et al., 1983) BEN DEKHIL et al., 1997), A. lipoferum (TARRAND
etal., 1978), A. melinis (PENG et al., 2006), A. oryzae (XIE E YOKOTA, 2005), A. picis
(Lin et al., 2009), A. rugosum (YOUNG et al., 2008), A. thiophilum (LAVRINENKO et
al., 2010), A. zeae (MEHNAZ et al., 2007), e todas elas de ocorréncia em regides
tropicais. A A. amazonense (MAGALHAES et al., 1983), teve 0 nome da sua espécie
alterada para Nitrospirillum amazonense (LIN et al., 2014). Nestas duas décadas de
pesquisa, um volume consideravel de informacGes foi acumulado sobre as associacfes
dessas bactérias com diversas espécies de gramineas (LPSN, 2017).

A espécie Nitrospirillum amazonense possui uma ampla distribui¢do ecologica, ja
tendo sido isolada de Brachiaria spp. (MAGALHAES et al., 1983; LANGE E
MOREIRA, 2002; REIS JUNIOR et al., 2004, BRASIL et al., 2005), Paspallum e
Panicum (LANGE E MOREIRA, 2002), além de outras gramineas como milho
(MAGALHAES et al., 1983; BALDANI, 1984; LANGE E MOREIRA, 2002; REIS
JUNIOR et al., 2008), cana-de-actcar (BALDANI et al., 1999, REIS JUNIOR et al,
2000), arroz (MAGALHAES et al., 1983; CARDOSO et al., 2010), trigo (LANGE E
MOREIRA, 2002), sorgo (MAGALHAES et al., 1983; BALDANI, 1984). Lange e
Moreira (2002) em seus estudos observaram a presenga de N. amazonense em diversas
culturas, como por exemplo de tomate, orquidea, bambu e cafe.
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Dentre as espécies de Azospirillum citadas, as mais estudadas sdo a A. lipoferum
e a A. brasilense. Ambas as espécies sdo encontradas freqlientemente colonizando a
maioria das plantas de regides tropicais e temperadas de interesse agrondmico como
milho, sorgo, arroz e trigo (BALDANI et al., 1984; BALDANI et al., 1997), e de
gramineas forageiras como Panicum maximum, Brachiaria mutica, Pennisetum
purpureum (DOBEREINER E PEDROSA, 1987). A. lipoferum também foi isolada de
raizes de cevada na regido sul do Brasil (DIDONET E DIDONET, 1998), predominante
em raizes e folhas da forrageira Miscanthus sinensis cultivada na Alemanha (KIRCHHOF
et al., 1997) e representou 85% dos isolados de Azospirillum obtidos de solo cultivados
com arroz nas Filipinas (LADHA et al., 1987).

No Brasil, espécies de Azospirillum nativas ocorrem em abundancia nos solos
agricolas, limitando a introducéo de estirpes selecionadas. Porém, com o uso de estirpes
selecionadas e marcadas com resisténcia a antimicrobianos, foi possivel observar o efeito
da inoculagdo do A. brasilense em plantas de sorgo, trigo (BALDANI et al., 1986a) e
milho, sendo o efeito benéfico da inoculacdo de algumas estirpes (Sp245) relacionado
principalmente com o melhor aproveitamento dos nitratos do solo (BODDEY et al.,
1986).

Segundo Hungria (2011), inoculantes compostos por duas variantes da espécie de
Azospirillum brasilense sdo comercializados para inoculacdo em trigo e milho, obtendo
um aumento na produtividade de graos de 31% em trigo e 26% em milho. Oliveira et al.
(2007). Em estudos realizados com capim marandu inoculados com estirpes de A.
brasilense foram observados que o tratamento sem aplicagdo de nitrogénio mineral e
com inoculagio produziu 25,1 kg ha* de forragem sendo essa produc&o foi maior quando
comparado a testemunha sem aplicacdo de N fertilizante e sem inoculagdo (22,6 kg ha
de forragem).

A partir das ultimas décadas outras bactérias passaram a ser estudadas quanto a
associacdo com gramineas, com destaque para Herbaspirillum seropedicae, H.
rubrisubalbicans, Gluconacetobacter diazotrophicus e Burkholderia tropica, as quais
possuem um modo de colonizacdo diferente de Azospirillum, pois sdo consideradas
endofiticas obrigatorias (BALDANI E BALDANI, 2005).

A primeira espécie endofita a ser identificada foi a H. seropedicae com estirpes
isoladas de arroz, milho e sorgo (BALDANI et al., 1986b), mas também ja foi isolada de
gramineas forrageiras (DOBEREINER et al., 1993), assim como de banana e abacaxi
(WEBER et al., 1999) e palmeiras (FERREIRA et al., 1995). Posteriormente, outras
espécies fixadoras de nitrogenio do género foram incluidas como o H. rubrisubalbicans
(BALDANI et al., 1996 b) e H. frisingense (KIRCHHOF et al., 2001). Existem relatos
da associacdo de H. rubrisubalbicans em cana-de-agucar, sorgo e gramineas do género
Miscanthus (OLIVARES et al., 1997; JAMES E OLIVARES, 1998; KIRCHHOF et al.,
1997).

A presenca deste género também ja foi observada em variedades de cana (REIS
JUNIOR et al., 2000), variedades de milho (REIS JUNIOR et al., 2008), cultivares de
sorgo forrageiro (BERGAMASCHI et al., 2007), e gramineas forrageiras do Pantanal
Matogrossense (BRASIL et al., 2005). Os representantes do género Herbaspirillum sédo
considerados bactérias endofiticas e apresentam baixa sobrevivéncia no solo (BALDANI
etal., 1996a). Herbaspirillum spp. sdo capazes de colonizar nichos especificos no interior
dos tecidos vegetais, podendo transferir de forma mais eficientemente para planta os
compostos nitrogenados produzidos e ainda ndo sofrerem limitagdes de substancias ricas
em carbono (OLIVARES et al.,1997).



O género Burkholderia possui 117 espécies descritas com grande diversidade
funcional (LPSN, 2018), atualmente este género foi dividido em trés, estes sendo
Burkholderia, Paraburkholderia (SAWANA et al., 2014) e Caballeronia (DOBRITSA
E SAMADPOUR, 2016). O primeiro género foi destinado para agrupar as bactérias
patogénicas, ja o0 segundo género foi para agrupar as espécies ambientais e o terceiro
género agrupa tanto as bactérias patogénicas como as ambientais.A capacidade deste
género em realizar a FBN foi observada inicialmente para B. vietnamiensis (TRAN VAN
et al., 1996), sendo mais tarde estendida as demais espécies, como B. kururiensis
(ESTRADA-DE LOS SANTOS et al., 2001), B. unamae (CABALLERO-MELLADO et
al., 2004), B. tropica (REIS et al., 2004; WEBER et al., 2000) e B. silvatlantica (PERIN
et al., 2006). Geralmente, essas bactérias sdo encontradas em maior nimero nas raizes,
decrescendo progressivamente do caule as folhas (CANUTO et al., 2003; GOMES et al.,
2005). Estirpes de Paraburkolderia tropica ja foram isoladas de cultivares de sorgo
forrageiro (BERGAMASCHI et al., 2007) e de solos de pastagem da Amazénia (SILVA
etal., 2011)

Segundo Baldani et al. (1995) quando as bactérias foram inoculadas com H.
seropedicae em plantas de arroz, elas foram responsaveis por 19 a 35% do N acumulado
na planta derivado do processo da FBN. Estudos de inoculagcdo em arroz as com estirpes
de H. seropedicae e Burkholderia ssp., em casa de vegetacdo, mostraram aumentos de
17-19% e 11-20%, respectivamente, do N derivado do processo da FBN (BALDANI,
1996 a). Em condicBes de campo, dependendo da variedade de arroz, o incremento na
producdo pode chegar a 50% quando a inoculagdo é efetuada com estirpes selecionadas
(GUIMARAES et al., 2003).

Sendo assim, o uso de bactérias diazotréficas como forma de fornecimento de N
para a producdo de gramineas, pode ser uma das saidas para reducdo na aplicacdo de
adubos nitrogenados nas pastagens.

4.6 - Avaliacéo da capacidade funcional das estirpes

As bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV) sdo aquelas capazes de
promover o desenvolvimento da planta de forma direta ou indireta (BULGARELLI et al.,
2013). Na promocéo na forma direta, por exemplo, as bactérias sintetizam compostos ou
facilitam a absorgéo de certos nutrientes do meio ambiente, fornecendo desta forma para
a planta, o nitrogénio fixado, fésforo solubilizado (KUKLINSKY SOBRAL et al., 2004),
Fe pela producdo de sideréforos (RAAIJMAKERS et al., 1995) e fitorménios como
auxina (GUTIERREZ-MANERO et al., 2001). Na promocéo indireta do crescimento, a
bactéria diminui ou previne os efeitos deletérios de organismos patogénicos (GLICK E
BASHAN, 1997), pela sintese de sider6foros (NEILANDJS E LEONG, 1986),
antibioticos e aumento da resisténcia a estresses abioticos. Esses beneficios contribuem
para uma maior disponibilizacdo de nutrientes podendo acarretar uma maior absor¢ao
pela planta e, consequentemente, melhor manejo da sua nutri¢éo.

As BPCV podem colonizar abundantemente a rizosfera, invadir o cortex e
colonizar tecidos internos em diversas espécies vegetais (BALDANI et al., 1997). Essas
bactérias associadas aos vegetais sdo chamadas de endofiticas quando habitam o interior
da planta hospedeira sem causar dano aparente (STURZ et al., 1998). Segundo
Dobereiner (1992) a colonizagdo do interior dos tecidos das plantas pode conferir
vantagenssob as bactérias que colonizam a rizosfera, podendo influenciar com mais
eficiencia no crescimento da planta, visto que no interior do vegetal a competigéo
microbiana é menor, este nicho € menos sujeito a flutuacbes ambientais e a interface de
troca de metabdlitos é mais direta quando comparada com a rizosfera (PERIN et al.,
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2003). E valido ressaltar também que entre as bactérias existe uma grande variabilidade
inter e intraespecifica na capacidade de estabelecimento endofitico e que 0s genes
envolvidos na capacidade de infec¢do bacteriana e colonizacdo endofitica ndo séo
totalmente conhecidos. A maioria dos estudos de adeséo, infeccdo e colonizacdo séo
realizados em gramineas utilizando estirpes do género Azospirillum, sendo que diferentes
estirpes da espécie A. brasilense apresentam ou ndo a capacidade de estabelecimento
endofitico conforme o genotipo vegetal (BALDANI et al.,, 1997). Com base nos
benéficios das BPCV, os estudos utilizando misturas de inoculantes apresentam-se muito
promissores (BERG, 2009). Beneficios promovidos pela interacdo planta x BPCV
incluem aumentos na taxa de germinagdo de sementes, produtividade, a absor¢do de
nutrientes, teor de proteina, tolerancia a estresses, massa de parte aérea e raizes, controle
bioldgico e atraso na senescéncia (BASHAN et al., 2004; YANG et al., 2009).

4.6.1-Capacidade de fixar nitrogénio atmosferico

Estos conduzidos em cana-de-agucar mostram que as melhores respostas a
inoculagdo com as bactérias (G. diazotrophicus estirpe BR11281, N. amazonense estirpe
BR11115, H. rubrisubalbicans estirpes BR11335 e BR11504 e Burkholderia sp. estirpe
BR11366) foram observadas em solo de baixa fertilidade (OLIVEIRA et al., 2006).
Segundo os autores, essas bacterias contribuem mais para 0 aumento no conteddo de
nitrogénio quando estdo em condi¢des restritivas em plantas de cana-de-agucar. Essas
bactérias sdo incapazes de suprir totalmente a demanda de N das plantas somente pela
FBN, porém, podem influenciar significativamente a nutri¢do nitrogenada das culturas as
quais estdo associadas, aumentando a capacidade de assimilacdo de N, indiretamente,
com o aumento do sistema radicular, ou diretamente, estimulando o sistema de transporte
de N nas plantas (MANTELIN E TOURAINE, 2004). Estudos em cana-de-acUcar
mostraram aumentos na massa fresca de colmos, na massa de matéria seca de raiz
(OLIVEIRA et al., 2002) e até aumento na produtividade dessa cultura (OLIVEIRA et
al., 2006) em plantas inoculadas com bactérias diazotroficas endofiticas. A maior
producdo de matéria seca em plantas inoculadas com bactérias indica um possivel
estimulo da fotossintese.

4.6.2 - Solubilizagéo de fosfato inorganico

No solo, o fosforo é sujeito a inlmeros processos biogeoquimicos que alteram sua
disponibilidade. Entre esses processos, destaca-se a dissolucdo de fosfatos, que os torna
disponiveis para as plantas (WHITELAW, 2000). Diversos microrganismos do solo,
incluindo bactérias e fungos, possuem capacidade para solubilizar fosfatos por meio de
diferentes mecanismos, como producdo de fosfatases para solubilizar o P-orgénico no
solo, epela producdo de &cidos organicos como o glucénico, 2-cetoglucénico, lactico,
isovalérico, isobutirico, acético, glicolico, oxalico, maldnico e succinico para
solubilizacio do P-inorganico no solo (BANIK E DEY, 1982; RODRIGEZ E FRAGA,
1999; SILVA FILHO E VIDOR, 2000).

As bactérias solubilizadoras de fosforo atuam sobre o fosfato inorganico por meio
da producéo de acidos organicos, como o glucdmico, oxalico, succinio (MARRA et al.,
2012) e inorganicos e/ou redugdo do pH, obtendo-se entdo o fosfato disponivel para as
plantas (NAUTIYAL, 1999; VASQUEZ et al., 2000; VASSILEV E VASSILEVA,
2003).

A inoculacdo de microrganismos solubilizadores de fosfatos ou 0 manejo de suas
populacdes tém sido sugeridos como forma de substituir ou diminuir o uso de fertilizantes
fosféaticos soltveis, mediante um melhor aproveitamento dos fosfatos naturais existentes

10



ou adicionados ao solo e dos formados pela aplicacdo de fontes sollveis (KIM et al.,
1998). Para serem utilizados num programa de inoculacdo controlada, os microrganismos
devem apresentar, entre outras caracteristicas, grande capacidade e alto potencial de
solubilizacdo de fosfatos, ou seja: devem solubilizar vérios tipos de fosfatos, como
CaHPOg4, Al(H2POs4)3, e FePO4.2H-0, e a solubilizacdo deve ser de alta intensidade
(MARRA et al., 2012).

Rodriguez e Fraga (1999) comprovaram a capacidade de algumas estirpes de
espécies do género Azospirillum em solubilizar fosfato inorganico. Souchie et al. (2007)
relatam que o entendimento da capacidade e da eficiéncia de microrganismos em
solubilizar fosfatos, pode levar a selecdo de isolados com alto potencial de uso para a
inoculacdo em plantas. O fosforo exerce papel importante no metabolismo das plantas,
participando da fotossintese, respiracdo, armazenamento e transferéncia de energia,
transferéncia de genes e na reproducdo (STAUFFER E SULEWSKI, 2004), que é o
segundo nutriente limitante do crescimento em plantas, depois do nitrogénio
(GYANESHWAR et al., 2002), e em solos tropicais a sua oferta € muito baixa. Diversos
microrganismos associativos podem atuar de forma direta na promoc¢éao do crescimento
vegetal, como Burkolderia, Herbaspirillum, Azospirillum, por meios de mecanismos
como a solubilizacdo de fosfato (RODRIGUEZ et al., 2000; VERMA et al., 2001;
PEDRINHO et al., 2010; VIDEIRA et al., 2012; ESTRADA et al., 2013).

4.6.3 - Solubilizacéo de 6xido de zinco

O zinco desempenha importantes funcdes nas plantas, especialmente como
ativador enzimatico, sendo requerido para a sintese do triptofano, um precursor da
biossintese do &cido indol acético (AlA) (MENGEL E KIRKBY, 1987), além de atuar
em varias respostas fisiologicas. O desequilibrio nutricional, principalmente deste
micronutriente, tem sido um dos fatores na diminuicdo da producdo de sementes. Suas
funcBes basicas na planta estdo relacionadas ao metabolismo de carboidratos, proteinas
(KITAGISHI et al., 1987; OBATA E UMEBAYASHI, 1988) e fosfatos, contribuem na
estrutura das membranas celulares, além da formacdo da estrutura RNA e ribossomos
(BORKET, 1989), no metabolismo dos fendis, no aumento do tamanho e multiplicagéo
celular e na fertilidade dos gréos de polen (MALAVOLTA et al., 1991).

Os solos tropicais, em geral, apresentam baixa disponibilidade de zinco (Zn), seja
pela pobreza do material de origem ou pelo cultivo intensivo, sem a devida reposicao
desse micronutriente (LOPES, 1984). Assim, a caréncia de Zn é reconhecida como
problema nutricional mundial para a producéo agricola, principalmente para o cultivo de
cereais, que sao exigentes neste nutriente, reduzindo as colheitas e a qualidade nutricional
dos gréos. O zinco é transformado, principalmente, em carbonato de zinco em solos muito
calcarios, reage com ferro e 6xido de manganés, e pode ser convertido em fosfato de zinco
em solos adubados com fdésforo (BARUAH E BARTHAKUR, 1999). Assim, se um
isolado tem a capacidade de solubilizar formas insolUveis de zinco em uma forma soluvel,
podera contribuir significativamente para a produtividade da cultura.

Neste sentido, a solubilizacdo de zinco por microrganismos é benéfica e
economicamente importante; todavia, poucos sao os dados disponiveis na literatura para
a solubilizacdo de zinco por bactérias associadas a plantas (DI SIMINE et al., 1998;
FASIM et al., 2002; SARAVANAN et al., 2007a, INTORNE et al., 2009; GOTETI et
al., 2013; KAMRAN et al., 2017)

Assim como ocorre com o fosforo, as formas de zinco inorgénico séo
solubilizadas por &cidos organicos, ligantes quelados e sistemas de oxirreducdo na
superficie celular e membranas. Em algumas condigdes, entretanto, o acumulo de acido
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glucénico resulta na acidificacdo do meio, o qual contribui para a solubilizacdo de
nutrientes (GOLDSTEIN et al., 1993; BABU-KHAN et al., 1995). Saravanan e
colaboradores (2007a e 2007b) relataram que em G. diazotrophicus o &cido 5-
cetogluconico esté presente durante o processo de solubilizacdo de ZnO, apesar de existir
a producéo de outros acidos em gquantidade muito reduzida. Estudos acerca das vias de
mobilizacdo de zinco, utilizando um banco de mutantes de G. diazotrophicus PALS5,
revelaram que genes envolvidos na sintese do acido 5-cetoglucdnico séo essenciais para
0 processo de solubilizacdo destes elementos (INTORNE et al., 2009).

4.6.4 - Producdo de siderdforos

O ferro € um nutriente essencial para as plantas, mas relativamente insoltvel na
solucdo solo. As plantas preferem para absorcdo formas de ferro reduzidas, como ion
Fe?*, mas fons Fe*" sdo mais comuns no solo (MIETHKE E MARAHIEL, 2007). Os
siderdforos s@o moléculas secretadas por microrganismos que sequestram ferro de baixo
peso molecular e o disponibilizam para as plantas em forma de complexo sideréforo-Fe3*
(WANG et al., 1993; MIETHKE E MARAHIEL, 2007). Os siderdforos séo sintetizados
em resposta a baixa disponibilidade de Fe** em solugdo e atuam como promotores de
crescimento vegetal, uma vez que disponibilizam o ferro absorvido para o crescimento
vegetal, além de imobilizar o ferro que estaria disponivel para o crescimento de patdgenos
(VESSEY, 2003).

Embora os sider6foros tenham como papel principal a captacao de ferro, eles sdo
capazes de quelar outros ions metalicos, como manganés, niquel, zinco e aluminio,
porém, com menor afinidade quando comparados ao ion férrico (NEILANDS, 1995;
DILWORTH et al., 1998; ROY E CHAKRABARTTY, 2000). Como beneficio aos
vegetais, a capacidade de captar complexos Fe®*-sider6foro por determinados
microrganismos pode impedir a proliferacdo de patdgenos ao redor das raizes, devido ao
sequestro de ferro do ambiente rizosférico.

Uma vez que os sider6foros ndo sdo produzidos por todas as bactérias, tal
caracteristica pode ser um critério de selecdo de estirpes em solos com baixa
disponibilidade de ferro (CARSON et al., 1992). Exemplos de rizobactérias promotoras
de crescimento vegetal (RPCV) com esta atividade incluem P. putida e P. aeruginosa,
que inibem o crescimento dos patdgenos de tomate Fusarium oxysporum e Pythium,
respectivamente (VANDENDERGH E GONZALEZ, 1984; BUYSENS et al., 1995).

Estudos sobre a comunidade endofitica de diferentes plantas de interesse
econémico demostram que os géneros Azospirillum, Burkholderia, Gluconacetobacter e
Herbaspirillum além de participar da FBN, podem ainda produzir sideréforos e desta
maneira fornecer cations de ferro presentes no solo para planta. Luvizotto (2008)
demonstrou que os melhores produtores de sideroforos pertencentes ao género
Burkholderia foram os isolados da rizosfera, capacidade esta que pode estar relacionada
com a maior competitividade nestes ambientes rizosféricos. Logeshwaran et al. (2009)
realizaram o primeiro estudo de identificacdo de sideroforos produzido por o isolado
de G. diazotrophicus, e os resultados revelaram a capacidade dessas bactérias de
produzirem sideroforos do tipo salicilato, catecol e hidroxamato.

Chaiharn et al. (2009) com o objetivo de selecionarem bactérias produtoras de
sideroforos com potencial para o biocontrole de doencas fungicas em arroz, conseguiram
134 isolados bacterianos de Bacillus sp. e Pseudomonas sp., dos quais apenas 23,1%
destes isolados produziram sideréforos, e dentre eles, possuiam atividade antagonica
significativa a patdgenos fangicos.
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Estudos mostram que todos os compostos quelantes identificados pertencentes a
funcdo siderdforos, possuem estruturas distintas; entretanto, a natureza dos grupos
funcionais que coordenam a solubilizacio de Fe®* sdo bastante parecidas (BOUKHALFA
E CRUMBLISS, 2002; KREWULAK E VOGEL, 2007). Em geral, os sider6foros contém
pelo menos um 4&cido hidroxamico (hidroxamatos), um catecol (catecolatos) e/ou um
acido a-hidroxicarboxilico (a-hidroxicarboxilatos) como sitios ligantes. Para determina-
cao dos tipos de siderdforos produzidos pelas bactérias, séo empregados dois métodos, o
método de CSAKY (1948) que permite a identificagio de sider6foros do tipo hidroxamato
e o método de Arnow (1937) que permite a identificacéo de siderdforos do tipo catecolato.

4.6.5 - Capacidade celulolitica

As bactérias endofidicas podem penetrar nos tecidos vegetais através de aberturas
naturais e feridas, como também penetrar ativamente nestes tecidos através da producao
de algumas enzimas, como as celulases e outras enzimas hidroliticas, visto que paredes
de células vegetais sdo constituidas principalmente de celulose e pectina (na lamela
média) (VERMA et al., 2001). As bactérias que produzem esse tipo de enzima podem
beneficiar seu hospedeiro inibindo patdégenos fungicos, por meio da degradacdo das
células da parede celular com a acéo de enzimas tais como B-1,4 glucanases, levando a
lise da parede celular e consequentemente a morte deste patogeno (DOBBELAERE et
al., 2003). Além da bactéria obter vantagens nutricionais; pois a celulose é uma
importante fonte de energia e nutrientes para 0s organismos capazes de degrada-la
(PASCHOLATI E LEITE, 1995), aumentam também seus meios de penetracdo na planta,
tal fato ja foi observado por Steenhoudt e VVanderleyden (2000) nos géneros Azospirillum
e Azoarcus.

4.6.6 - Producéo de acido indolacético (AlA)

O acido indol-3-acético (AlA) é um fitormonio que estd envolvido na diviséo,
extensdo, diferenciacdo celular; estimulo a germinacdo das sementes; aumento da
velocidade de desenvolvimento do xilema e das raizes; controle dos processos de
crescimento vegetativo; inicio da formacao das raizes laterais e adventicias; mediagdo das
respostas a luz, gravidade e florescimento; influéncia na fotossintese; formacdo de
pigmentos; biossintese de varios metabdlitos, e a resisténcia a condi¢cdes de estresse
(GLICK, 2012). Adicionalmente, promove o crescimento das raizes e a proliferacdo dos
pelos radiculares, aumentando assim a absorcdo de &gua e sais minerais do solo, e,
portanto, obtém-se melhor crescimento das plantas.

O AIA bacteriano também promove a descamacao de células da raiz e como
resultado aumenta a rizodeposic¢ao promovendo maior disponibilidade de nutrientes para
as bactérias da rizosfera (GLICK, 2012). Além disso, pode promover o crescimento das
plantas de forma indireta, influenciando na atividade da enzima ACC desaminase (1-
aminociclopropano-1-carboxilato), que é um precursor do etileno (PATTEN E GLICK,
2002). De acordo com Li e Glick (2001), bactérias mutantes promotoras de crescimento
vegetal, que ndo possuem a capacidade de produzir ACC desaminase, também nédo
apresentam a habilidade de estimular o alongamento das raizes. Tal fato pode ser devido
ao AlA produzido pelas bactérias poder aumentar a transcricdo e atividade da ACC
sintase, que catalisa a producdo de ACC nas plantas (LI E GLICK, 2001).

A producdo de &cido indolacético € comumente observado em bactérias
diazotroficas e promotoras de crescimento como Azospirillum brasilense, A. lipoferum,
Nitrospirillum amazonense, Bradyrhizobium sp., Rhizobium sp., Enterobacter sp,
Burkholderia sp, Gluconacetobacter diazotrophicus, Herbaspirillum seropedicae,
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Bacillus sp. entre outras (VESSEY, 2003; PEDRAZA, et al., 2004; VIDEIRA et al., 2012
Jletal., 2014).

Thuler e colaboradores (2003) trabalhando com isolados de Azospirillum spp. no
interior de raizes de mandioca, em meio “in vitro”, verificaram a excre¢ao de hormonios
como AlA e etileno, além de reguladores de crescimento, como poliaminas, e produgéo
de amino&cidos. Na literatura, ha trés vias metabolicas para a producdo de AIA pelo
Azospirillum: duas dependentes de triptofano, denominadas indole-3-acetamida (IAM) e
indole-3-piruvato (IpyA), e a terceira via independente de presenca de triptofano
(DOBBELAERE et al., 1999; LAMBRECHT et al., 2000).

O AIA ¢ o mais importante fitormonio produzido por Azospirillum, conforme
descrito por Dobbelaere et al. (2003). As alteracdes radiculares detectadas em plantas
inoculadas com Azospirillum e Nitrospirillum mostraram um aumento no ndmero e
comprimento de pélos nas raizes, numero de raizes laterais, diametro e comprimento de
raizes laterais e adventicias, e area de superficie de raiz devido a maior producéo de AIA
(BASHAN et al., 2004). A producédo desse fitormonio é considerada como o principal
mecanismo responsével para o aumento do sistema radicular, podem explicar a melhor a
absorcéo de minerais pela planta (MEHNAZ, 2015).

Apesar da grande producdo de AIA em culturas bacterianas in vitro, ndo se
conhece ainda como ocorre 0 processo no interior das plantas ou na regido rizosférica
(STEENHOUDT E VANDERLEYDEN, 2000). Muitas estirpes de Azospirillum e
Nitrospirillum sdo encontradas em raizes de gramineas forrageiras como Brachiaria spp.
(REIS JUNIOR et al., 2004; BRASIL et al., 2005; SILVA et al., 2013), Paspalum e
Panicum (LANGE E MOREIRA, 2002), Pennisetum (VIDEIRA et al., 2012), sendo o
crescimento verificado nestas culturas pode ser devido a producéo e excrecdo de auxinas
por esses dois géneros bacterianos (LODEWYCKX et al., 2002).

Pedraza et al. (2004) ao trabalharem com G. diazotrophicus, G. azotocaptans, G.
johannae, A. brasilense, A. lipoferum e P. stutzeri, consideraram que as quantidades de
AlA excretadas pelos isolados dependem da espécie ou até mesmo da estirpe que esta em
estudo, assim como das condicdes em que sdo cultivados os organismos, tais como:
presenca ou auséncia do precursor do AIA no meio de cultura (triptofano), oxigenacao,
pH e fase de crescimento em que se encontram os isolados. Patten e Glick (2002)
verificaram que P. putida aumentou de 35 % a 50% o crescimento primario das raizes de
canola (Brassica campestris), devido a producdo de AlA. Eles demonstraram diretamente
que o fito-regulador bacteriano tem um papel importante na elongagéo da raiz, quando a
bactéria produtora esta associada a planta hospedeira.
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CAPITULO I

DIVERSIDADE E CARACTERIZAQAO FUNCIONAL DE
BACTERIAS DIAZOTROFICAS ISOLADAS DE GENOTIPOS DE
BRACHIARIA
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RESUMO

Bactérias dos géneros Azospirillum e Nitrospirillum podem colonizar a rizosfera e
endofiticamente tecidos de gendtipos de Brachiaria e contribuir para o desenvolvimento
da cultura por meio do processo de fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN), producéo de
hormdnios de crescimento vegetal e biodisponibilizagdo de nutrientes. O objetivo desse
estudo foi isolar e avaliar a ocorréncia e a diversidade de bactérias diazotroficas dos
géneros Azospirillum e Nitrospirillum em 20 gen6tipos de Brachiaria coletados em solos
do Cerrado no Banco Ativo de Germoplasma do Centro Nacional de Pesquisa Gado de
Corte, bem como suas caracteristicas funcionais para auxiliar na promocdo de
crescimento vegetal. Um total de 222 isolados foram obtidos de solo rizosférico e raizes
com e sem desinfestacdo a partir da inoculacéo de suspensédo de solo e tecidos vegetais
em meios NFb e LGI semi-solidos livres de N. Estes foram analisados genotipicamente
por sequéncias dos genes 16S rRNA e nifH, e fenotipicamente por suas capacidades
funcionais para produzir auxina, solubilizar fosfato e zinco, produzir sideroforos e
degradar celulose in vitro. De forma geral, o tamanho da populacdo de bactérias
diazotroficas viaveis, colonizando os 20 gendtipos em estudo, variou de 102 a 108
bactérias por grama de tecido fresco. As raizes desinfestadas da Brachiaria humidicula
H47 registraram-se as maiores densidades populacionais (1,1 x 108 bactérias por g de
raiz) de bactérias em relacdo os demais gendtipos. O sequenciamento do gene 16S rRNA
confirmou a presenca dos géneros Azospirillum e Nitrospirillum, além de revelar a
presenca de Paraburkolderia silvatlantica, Paraburkolderia tropica, Phytobacter
diazotrophicus, Gluconacetobacter diazotrophicus, Herbaspirillum seropedicae,
Bacillus spp., Pseudomonas spp., e Stenotrophomonas spp nos genétipos de Brachiaria.
A maior diversidade foi proveniente do genotipo B. decumbens D24/27 e o maior nUmero
de isolados foi obtido do gendtipo de B. decumbens X009. A capacidade de solubilizacao
de fosfato inorganico foi detectada em 39,2% das bactérias; 9,5% solubilizou Zn; 32,4%
apresentaram capacidade celulolitica, 84,2% produziram sideréforos, 18,5% produziram
compostos indolicos e a presenca do gene nifH foi observada em 85,14% dos isolados.
Os isolados NRB085 e NRBO088, oriundos da B. humidicula comum e Brachiaria sp.
Ipypord, respectivamente, apresentaram todas as atividades funcionais, sendo capazes de
fixar nitrogénio, solubilizar Pi e Zn, produzir sideréforos, apresentar capacidade
celulolitica e produzir indoles. Além destes, pode ser destacado o isolado NRB214
originario de B. decumbens cv D24/27 e mais 29 isolados de acordo com as suas
capacidades funcionais apresentadas. Foram selecionados 32 isolados contrastantes para
a formulacdo de inoculante turfoso para os testes em associacdo com doze genotipos de
Brachiaria em experimento em casa de vegetacdo da Embrapa Agrobiologia, visando
definir interacdes positivas da bactéria vs gendtipo para estudos posteriores de inoculagéo
em condigdes de campo.

Palavras-chave: Isolamento, capacidade funcionais, sequenciamento, taxonomia
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ABSTRACT

Bacteria of the genera Azospirillum and Nitrospirillum can colonize the rhizosphere and
endophytictissues of Brachiaria genotypes and contribute to the plant development
through the biological nitrogen fixation (BNF) process, production of plant growth
hormones and bioavailability of nutrients. The objective of this study was to evaluate the
occurrence and diversity of endophytic bacteria of the genus Azospirillum and
Nitrospirillum in 20 genotypes of Brachiaria collected in Cerrado soils at the Germplasm
Active Bank of the National Center for Research Gado de Corte, as well as to evaluate
their functional characteristics involved in plant growth promoting. A total of 222 isolates
were obtained from rhizospheric soil and roots with and without disinfestation from soil
suspension and plant tissues inoculated in N-free NFb and LGI semi-solid media. These
isolates were analyzed genotypically by 16S rRNA and nifH gene sequences, and
phenotypically for their functional abilities to produce auxin, solubilize phosphate and
zinc, production of siderophores and degradation of cellulose in vitro. In general, the
population size of viable diazotrophic colonizing bacteria of the 20 genotypes ranged
from 102 to 10® bacteria per gram of fresh tissues. The disinfested roots of Brachiaria
humidicula H47 showed the highest bacterial population densities (1.1 x 108 bacteria per
g root) in relation to the other genotypes. Sequencing of the 16S rRNA gene confirmed
the presence of the genera Azospirillum and Nitrospirillum, and in addition showed the
presence of Paraburkolderia silvatlantica, Paraburkolderia tropica, Phytobacter
diazotrophicus, Gluconacetobacter diazotrophicus, Herbaspirillum seropedicae,
Bacillus spp., Pseudomonas spp., and Stenotrophomonas spp. The greatest diversity came
from the genotype B. decumbens D24/27 and the largest number of isolates was obtained
from the genotype of B. decumbens X009. The solubility of inorganic phosphate was
detected in 39.2% of the bacteria while 9.5% solubilized Zn; 32.4% presented cellulolytic
capacity, 84.2% produced siderophores, 18.5% produced indolic compounds and the
presence of the nifH gene was observed in 85.14% of the isolates. The strains NRB085
and NRBO088, isolated from B. humidicula common and B. spp. Ipypora, respectively,
presented all functional activities, being able to fix nitrogen, solubilize Pi and Zn, produce
siderophores and indoles and present cellulolytic capacity . In addition, the isolate
NRB214, originating from B. decumbens cv D24/27, and other 29 strains classified
according to their functional capabilities can be highlighted. Thirty two contrasting strains
were selected to formulate a inoculant to be tested in association with twelve Brachiaria
genotypes in a greenhouse experiment at Embrapa Agrobiology, in order to observe
positive interactions of the bacterium vs genotype for later inoculation studies under field
conditions.

KEY WORDS: Isolation, functional capabilities, sequencing, taxonomy
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1- INTRODUCAO

As pastagens representam um dos maiores ecossistemas do Brasil (IBGE, 2014),
sendo caracterizadas como complexas, com seus componentes bidticos a abidticos
organizados, 0s quais interagem entre si, determinando a amplitude das respostas de
plantas e animais (Da Silva et al., 2008). Dentre as forrageiras, a mais utilizada é a do
género Brachiaria, a qual pertence a familia das poaceas, reunindo cerca de 100 espécies,
as quais sao de grande importancia econémica, sendo distribuida por regides tropicais e
subtropicais, ocupando desta forma, a maior parte das pastagens cultivadas (Valle et al.,
2009).

Apesar de sua importancia econdmica, estima-se que cerca de 70% das pastagens
cultivadas no Brasil encontram-se em processo de degradacdo (DIAS-FILHO, 2011),
fendmeno este que pode ser explicado, principalmente, pela baixa fertilidade natural dos
solos das regides tropicais e pela falta de reposi¢édo de nutrientes (MACEDO, 2005),
sendo que o nitrogénio é considerado o elemento mais limitante a produtividade de
Brachiaria spp. (VASCONCELOS, 2006). No entanto, o uso de fertilizantes nitrogena-
dos onera muito o custo de producdo, e com a crescente demanda por alimentos, se faz
necessario o uso de alternativas sustentaveis, tal como o uso da fixacdo biolégica de
nitrogénio (FBN). A FBN é realizada por bactérias diazotroficas que podem colonizar a
rizosfera, o interior ou a superficie de tecidos vegetais (BASHAN et al., 2004).

Em revisdo publicada por Baldani e Baldani (2005) sobre o processo de FBN em
gramineas forrageiras, os autores indicam que a FBN é uma fonte renovavel e continua.
Deste modo a FBN em pastagens pode ter um papel importante, onde a préatica de
inoculagdo das gramineas com bactérias diazotroficas associativas especificas, podera
substituir, ainda que parcial, a fonte quimica de nitrogénio em sistemas intensivos, a
exemplo dos rotacionados.

Neste contexto, Azospirillum spp. e Nitrospirillum amazonense, sdo umas das
bactérias diazotréficas mais estudadas que podem estar associadas a varias familias de
plantas (RADWAN et al., 2004), apresentando uma ampla distribuicdo, sendo encontrada
no solo, raizes, folhas e caules das plantas (BALDANI et al., 2014). Existem relatos na
literatura de isolamentos de bactérias desses géneros de gramineas forrageiras como
Brachiaria spp. (REIS et al., 2001; REIS JUNIOR et al., 2004; BRASIL et al., 2005;
SILVA et al., 2013), Pennisetum purpurem (VIDEIRA et al., 2012), sorgo forrageiro
(BERGAMASCHI et al., 2007), Paspalum e Panicum (LANGE E MOREIRA, 2002),
forrageiras no semiarido brasileiro (SANTOS et al., 2013), forrageiras nativas do
Pantanal brasileiro (Mesosetum chaseae, Axonopus purpusii e Hymenachne
amplexicaulis) (SOUZA et al., 2017).

Os microrganismos diazotroficos do géneros Azospirillum e Nitrospirillum,
podem desempenhar importante papel na reabilitacdo e sustentabilidade das pastagens,
uma vez que incorporam N por meio da fixacdo biolégica em quantidade que pode variar
de 25 a 50 kg halano?® e ainda produzem e liberam substancias reguladoras de
crescimento vegetal, como auxinas, giberilinas e citocininas (REIS JUNIOR et al., 2004
KUSS et al., 2007; VIDEIRA et al., 2012), solubilizam fosfato inorganico (RODRIGUEZ
etal., 2004; LOPEZ-ORTEGA et al., 2013 ), e produzem sider6foros (TORTORA et al.,
2011; SILVA, 2014).

Devido a essas evidéncias, mais estudos sobre as potencialidades dessas bactérias
diazotroficas em gramineas forrageiras sdo necessarios para entender o papel desses
microrganismos na promocdo do crescimento das plantas. Reis Junior et al. (2002)
afirmam a necessidade de pesquisas sobre a FBN e a diversidade de microrganismos
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diazotroficos em gramineas visando a obtencdo de estirpes com potencial de promogéo
de crescimento vegetal.

Diante do exposto, o estudo foi realizado com o objetivo de analisar a diversidade
e o0 potencial de bactérias fixadoras de nitrogénio isoladas de vinte gendtipos de
Brachiaria mantidas no Banco Ativo de Germoplasma (BAG) do Centro Nacional de
Pesquisa Gado de Corte, Campo Grande, MS.
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2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Origem dos gendtipos utilizados

O estudo compreende a andlise de 20 gendtipos de Brachiaria coletados no Banco
Ativo de Germoplasma (BAG) do Centro Nacional de Pesquisa de Gado de Corte
(CNPGC), sendo parte do projeto: “Estratégias microbioldgicas e moleculares para a
selecdo de interacbes benéficas entre bactérias diazotroficas e gendtipos
de Paspalum e Brachiaria e suas aplicacbes nos programas de melhoramento das
pastagens” de nimero 02.13.08.004.00.02.003.

Foram escolhidos 5 cultivares de B. brizantha, 7 cultivares de B. decumbens, 5
cultivaresde B. humidicola, 1 cultivar de B. ruziziensis e 2 cultivares de B.spp. O quadro
1 apresenta a lista dos cultivares e suas respectivas caracteristicas.

2.2 - Isolamento de bactérias diazotroficas

A contagem e o isolamento seguiram a metodologia descrita por Baldani et al.
(2014), utilizando os meios de cultivo semi-sélido livre de nitrogénio (LGl e NFb). Os
meios foram desenvolvidos para isolamento de representantes dos géneros Nitrospirillum
e Azospirillum, mas permitem o isolamento de muitos outros géneros inclusive ndo-
diazotroficos conforme relatado no trabalho dos autores.As amostras dos 20 genotipos,
coletados no BAG do CNPGC, foram transportadas para Embrapa Agrobiologia, em
sacos plasticos transparentes de 20 kg, com 2 repeticdes por genotipo (A e B), cada uma
sendo acondicionada em sacos separados e devidamente etiquetados. O material foi
coletado com um pouco de solo rizosférico, para as futuras analises. Os materiais foram
devidamente etiquetados e transplantados para vasos com 6kg de areia e vermiculita
estéril (1:1), mantendo o solo coletado, e acondicionados em casa de vegetacdo (Figura
1). Foi realizado uma adubagdo a cada 15 dias com 30 mL de KH,PO4 (35 g L™Y); 5 mL
de CaCl2.2H20 (150 g L) e 5 mL de MnSO4.H,0 (5 g L), totalizando 6 adubagdes,
pois permaneceram em casa de vegetacao por trés meses.

Figura 1. Exemplares dos 20 genétipos de Brachiaria coletados na Embrapa Gado de Corte e
transplantados para vasos contendo areia e vermiculita estéril (1:1) para o isolamento das bactérias
diazotroficas.

No laboratorio, o solo rizosférico foi separado e as raizes foram lavadas em &gua corrente
para remover o solo remanescente, sendo esta analisada na forma com ou sem
desinfestacdo. Para o processo de desinfestacdo superficial das raizes foi utilizado uma
concentracgéo de 10 g L de Cloramina-T (CH3CsH4SO2NNaCl.3H20) por 5 minutos.
Apos desinfestacdo da superficie, as raizes foram colocadas em &gua destilada esteril por
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Quadro 1. Cultivares de Brachiaria utilizadas no presente estudo e suas caracteristicas como recomendacdo de utilizacdo em relagdo ao tipo de solo, grau de

susceptibilidade as cigarrinhas-das-pastagens, precipitacdo, pH do solo, producédo de forragem e porcentagem de proteina bruta da forragem.

Grau de susceptibilidade

Producéo de

Proteina bruta

Espécie Cultivar Caracteristicas gerais as cigarrinhas-das- Precipitacao  pH forragem da forragem
(mm) do solo
pastagens (t. ms/ha/ano) (%)
B140 - -
Piata Solos de médi It 9,5 7,3a9,5
B. brizantha Xaraés 005 g€ media € alta Resistentes 590-2770 4,0-8,0 25 8,7a 13,5
. fertilidade, bem drenados
Paiaguas 10a15 11a13
Marandu 10a20 9al2
Basilisk 10 7a9
D24/27 - -
D24/45 Solos de baixa a média ) )
B. decumbens D24/2 fertilidade, bem drenados Susceptiveis 870-1900 4,9-7,0 - -
X009 - -
79-10 - -
B0O1 - -
B. ruziziensis Comum Solos de média fertilidade Susceptivel 890-1710 5,0-6,8 12a15 12a13
Comum _ . 8al0 8al0
B. humidicola |-|47_ com altos teores de Al Tolerantes 600-2800 4,0-7,0 - -
Tupi 4cidos e pobres em fosforo 8a10 3ab
H31 - -
B. spp (hibridos) Ipyporé Solos de média fertilidade, Resistentes 700-2200  5.0-7.0 8al4d 11a13
Mulato 11 bem drenados 10 gall
B. arrecta A-2 Solos de baixa a media Tolerante - - - -

fertilidade, alagados
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1 minuto e 30 segundos, depois em tampdo fosfato (50 mM, pH 7,0) por 1 minuto e 30
segundos, e novamente em &gua destiladapor 5 minutos, sendo estas raizes utilizadas para
o isolamento de bacteérias diazotréficas consideradas endofiticas. Ja para as raizes que néo
foram desinfestadas, as mesmas foram mantidas em &gua destilada pelo mesmo periodo
de tempo que o utilizado em todo no processo de desinfestacao.

Para o isolamento de representantes da comunidade bacteriana diazotréfica, foram
preparadas solugdes a partir de dez gramas de solo rizosférico ou de raizes onde foram
suspendidos com 90mL de solucdo salina (ANEXO A) e homogeneizada (solo) ou
maceradas (raizes) em liquidificador. A solucéo resultante foi diluida sucessivamente até
107, Aliquotas de 100 pL de cada diluicio de cada genétipo em estudo foram inoculadas
em frascos contendo 7 mL dos meios de cultura semi-solido NFb (DOBEREINER et al.,
1995) (ANEXO B) e LGI (MAGALHAES et al., 1983) (ANEXO C). Foram utilizadas
trés repeticGes por diluicdo inoculada nos frascos contendo o meio semi-sélido, os quais
foram incubados sob temperatura de 30°C por até sete dias. Apds este periodo, foi feita a
estimativa do nimero de bactérias presentes nas amostras pelo método do Nimero Mais
Provavel (NMP), utilizando-se a tabela de McGrady. O nimero de frascos positivos foi
determinado pela presenca de pelicula caracteristica (em forma de véu) no meio de cultura
semi-solido. Os detalhes do isolamento estdo apresentados na figura 2 conforme
detalhado por Baldani et al. (2014).

. ) . i : (BALDANI et al.. 2014)
Figura 2. Etapas do processo de isolamento de bactéria diazotroficas a partir de tecidos das plantas

de braquiéria.

O isolamento das bactérias diazotroficas foi feito por meio da transferéncia com
alca de inoculacdo de parte da pelicula formadas nos frascos de maior diluicdo com
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crescimento positivo, para um novo meio semi-sélido (NFb e LGI). Ap6s a formacao da
uma nova pelicula (Figura 3), as culturas foram semeadas em placas de Petri, contendo
meio de cultura sélido seletivo para cada microrganismo a ser isolado, e incubadas a 30°C
até a formagcdo de coldnias caracteristicas de cada espécie (Figura 4).

Figura 3. Exemplos de frascos de maior diluigdo com crescimento positivo (pelicula superficial)
em meio semi-sélido LGI.

Para a purificagdo, as col6nias formadas foram novamente transferidas para meios
de cultura semi-solidos, e apo6s a formacéo de pelicula, semeadas para placas de Petri
contendo o meio Batata (ANEXO D).

Figura 4. Placa de Petri com meio s6lido NFb, apresentando colbnias caracteristicas da espécie
Azospirillum brasilense.

2.3 - Caracterizagédo taxondmica dos isolados

Para a caracterizacdo taxonémica, os isolados foram cultivados em meio DYGS
(RODRIGUES NETO et al., 1986) por 24 horas, a 30°C a 180 rpm. Um mililitro da
suspensdo bacteriana foi centrifugado a 5000 rpm por 15 minutos e a extracdo foi
realizada utilizando o kit comercial Wizard® Genomic DNA Purification (Promega,
USA-) (Cat. No. A1120, Lote 0000094032) seguindo as recomendacdes do fabricante. A
guantidade do DNA genémico foi avaliada em espectrofotdbmetro Nanodrop® 3300
(Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, EUA).

O DNA bacteriano purificado foi, entdo, amplificado por PCR para posterior
sequenciamento dos genes 16S rRNA e nifH com o objetivo de efetuar a caracterizagdo
taxondmica e o depdsito das mesmas na Colecdo de Cultura de Bactérias Diazotroficas
(CCBD) do Centro de Recursos Bioldgicos Johanna Dobereiner (CRB-JD).
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2.3.1- Amplificacdo do gene 16S rRNA

Para a amplificacdo do fragmento do gene 16S rRNA foi utilizada a combinagéo
dos iniciadores 27f (5> — AGA GTTTA TCC TG CTG AG - 3’) (FURUSHITA et al.,
2003) e Amp2 (5’ — AAG GAG GT ATC CAT CCG CA-3") (WANG et al., 1996) como
descrito por Videira et al. (2009). Cada reacdo de amplificacdo foi realizada em um
volume final de 25 pL, contendo 25 ng DNA genOmico; tampdo para Tag DNA
polimerase 1X (1 mM de Tris-HCI, pH 9,0 e 5 mM de KCI); 1,75 mM de MgCly; 0,25
mM de cada dNTP; 1,25 U de Tag DNA polimerase e 0,2 uM de cada iniciador. As
reacOes de amplificacdo foram conduzidas em termociclador Mastercycler® gradiente
(Eppendorf Hamburgo, Alemanha), programado para realizar uma desnaturacéao inicial
de 94°C por 3 minutos; seguido de 30 ciclos a 94°C por 1 minuto; a 62°C por 1 minuto;
a 72°C por 2 minutos; e uma extensdo final a 72°C por 5 minutos. Apds o término da
reacao, 2 UL de produto PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5%
(p/v) a uma voltagem de 90 volts (=5 V cm™) por 1 hora e 30 minutos em tampédo TAE
1X (40 mM de Tris-acetato pH 8,0 e 1 mM de EDTA pH 8,0). Em seguida, o gel foi
corado em solucéo de brometo de etideo (0,5 pg mL™) e visualizado sob luz ultravioleta
em fotodocumentador KODAK® Gel Logic Cabinet 100 (Eastman Kodak Company,
Rochester, EUA).

2.3.2-Amplificacdo do gene nifH

Para amplificacdo de fragmentos do gene nifH foi utilizada a combinacdo dos
iniciadores PolF (5’-TC GAY CCS AAR GCB GAC TC-3") e PoIR (5’-ATS GCC ATC
ATY TCR CCG GA-3’) (POLY et al., 2001). Cada reacdo de amplificacéo foi realizada
com volume final de 50 pL, contendo 25 ng de DNA gendmico; tampéo para Taqg DNA
polimerase 1X (1 mM de Tris-HCI, pH 9,0 e 5 mM de KCI); 3 mM de MgCly; 0,25 mM
de cada dNTP; 1,25 U de Tag DNA polimerase e 0,2 UM de cada iniciador. As reagoes
de amplificacdo foram realizadas em termociclador Agilent Technologies (SureCycler
8800), programado com uma desnaturacao inicial de 94°C por 2 minutos; seguido de 29
ciclos a 94°C por 1 minuto; 56°C por 45 segundos; e 72°C por 45 segundos; e uma
extensdo final de 72°C por 5 minutos. Apds o término da reacdo, 2 pL de produto PCR
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5% (p/v) a uma voltagem de 90
volts (=5 V cm™) por 1 hora e 30 minutos em tampdo TAE 1 X (40 mM de Tris-acetato
pH 8,0 e 1 mM de EDTA pH 8,0). Em seguida, o gel foi corado em solu¢do de brometo
de etideo (0,5 pg mL™?) e visualizado sob luz ultravioleta em foto-documentador
KODAK® Gel Logic Cabinet 100 (Eastman Kodak Company, Rochester, EUA).

2.3.3- Sequenciamento

O sequenciamento dos fragmentos amplificados 16S rRNA e nifH foi realizado
utilizando o kit comercial Big Dye® Terminator Cycle Sequencing v3.1 da Thermo
Fisher Scientific (Cat. N0.4337456) no sequenciador automatico ABI PRISM 3500
Genetic Analyzer (Applied Biosystems). As amplificagdes para sequenciamento dos
fragmentos dos genes 16S rRNA e nifH foram realizadas em microplacas de 96 pocos
usando 0s mesmos primers decritos anteriormente. Cada reagdo de amplificagdo foi
realizada com um volume de 10 pL, contendo 1 pL de Big Dye® Terminator Cycle
Sequencing v3. (Thermo Fisher Scientific, Cat. No. 4337456); 1 pL do iniciador (0,5
K1M); 80-100 ng do produto de PCR e 1,5 pL de tampéo (400 mM Tris-HCI, pH 9; 10
mM de MgCl>). As reagbes de amplificagcdo foram realizadas no termociclador Agilent
Technologies (SureCycler 8800), programado com uma desnaturacgéo inicial de 96°C por
1 minuto; seguido de 35 ciclos a 96°C por 15 segundos; 50 °C por 15 segundos; e 60 °C
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por 4 minutos. Para cada 10 pL do produto da PCR de sequenciamento foi adicionado 1
pL de EDTA (125 mM), 1 pyL de acetato de amonio (3 M) e 25 pL de etanol absoluto. As
microplacas foram entdo seladas, misturas por inversdao e incubadas a temperatura
ambiente por 15 min no escuro. Apds a incubac&o, foi realizado a centrifugacdo a 2000 x
g por 30 minutos. Em seguida, as placas foram invertidas e submetidas a um spin de 150
x g. Foi entdo adicionado 35 pL de etanol 70% em cada reacdo e as microplacas foram
submetidas a centrifugacdo de 1650 x g por 15 minutos, em seguida, as placas foram
invertidas e submetidas a um spin de 185 x g. As amostras permaneceram em temperatura
ambiente por uma hora no escuro, para a completa secagem. As amostras foram
resuspensas em 10 pL de formamida Hi-Di (Applied Biosystems, Warrington, Reino
Unido) e injetadas no sequenciador automatico ABI PRISM 3500 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, Warrington, Reino Unido).

As sequéncias foram analisadas e montadas utilizando o programa BioEdit versédo
7.1.9 (Hall, 1999) para verificar a qualidade das mesmas. As sequéncias foram entéo
submetidas ao programa BLASTn (Basic Local Aligment Search Tool)
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastnePAGE_TYPE=BlastSearc
heLINK_LOC=blasthome) (ALTSCHUL et al., 1997), para analise de similaridade de
nucleotideos com o banco de dados de sequéncias depositadas no NCBI (National Center
for Biotechnology Information). Foram construidas arvores filogenéticas com as
sequéncias de 16S rRNA (~1400 pb) e nifH (~360 pb) para verificacdo da posigédo
filogenética destas em relacdo as espécies-tipo de cada isolado identificado. As
sequéncias foram processadas pelo programa MEGA6 (TAMURA et al., 2013) e a arvore
consenso foi construida pelo método Neighbor-Joining, considerando um bootstrap de
1000 repeticoes.

O sequenciamento dos fragmentos amplificados nifH, sé foi realizado para os 32
isolados selecionados e utilizados no experimento de casa de vegetacao.

2.4 - Avaliacéo da capacidade funcional das estirpes

Todos os isolados foram avaliados quanto capacidade de fixacdo bioldgica de
nitrogénio, solubilizacdo de fosfato inorganico, solubilizacdo de 6xido zinco, producao
de sideroforos, capacidade celulolitica e, de producdo de compostos ind6licos a fim de se
identificar aqueles mais promissores como promotores de crescimento em ensaios em
casa de vegetacdo. Essa selecdo foi realizada de acordo com as caracteristicas das
bactérias que apresentaram pelo menos 3 dos 6 mecanismos estudados. A atividade de
reducdo de acetileno (ARA) s6 foi realizada para os isolados selecionados para 0s ensaios
em casa de vegetacao.

Primeiramente, foi realizado a avaliagdo qualitativa de cada capacidade funcional
para as bactérias estudadas. Apds o screening, as analises das capacidades funcionais
foram avaliadas em triplicata técnica.

2.4.1 - Fixacao biologica de nitrogénio- avaliacdo qualitativa

A capacidade dos isolados em realizar o processo de FBN foi avaliada
qualitativamente in vitro, em frascos de penicilina contendo 7 mL de meio de cultura NFb
ou LGI semi-solido, livre de nitrogénio, a partir da inoculagéo das culturas crescidas em
seus respectivos meios semi-sélido. A incubacéo foi realizada por 72 horas a 30°C no
escuro. Apos esse periodo foi verificada a formacgéo de pelicula de crescimento proximo
a superficie dos frascos (FIGURA 3). Foram realizadas trés repeticdes para cada isolado
bacteriano, e este procedimento foi repetido. A reinoculacdo sucessiva dos isolados é
realizada para confirmar se o crescimento ndo esta ocorrendo a custa de reservas de
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nitrogénio das células, bem como para verificar a estabilidade dessa caracteristica dos
isolados (CATTELAN, 1999).

2.4.1 - Solubilizagéo de fosfato inorganico

Primeiramente foram realizados ajustes metodologicos para a padronizacéo do
meio a ser utilizado nos ensaios in vitro. Os meios de cultivo testados foram: NBRIP
(National Botanical Research Institute) (NAUTIYAL, 1999) - 10g de glicose; 5g de
Caz(PO4)2; 59 de MgCl2.6H,0; 0,259 de MgS04.7H20; 0,2g de KCI; 0,1g de (NH4)2SO4;
15¢g de agar; pH 6,0 e volume final de 1 litro - com diferentes fontes de carbono: glicose,
glicerol e frutose em pH 6,0 e, GL modificado (pH ajustado para 6,0 e 7,0)
(SYLVESTER-BRADLEY et al., 1982) com 5¢g de Ca3(PQOas).. Para tal, foram testadas
30 bactérias isoladas de braquiaria e com 3 repeticGes. A estirpe Gluconacetobacter
diazotrophicus PAL5 (BR11281) foi utilizada como controle positivo.

Uma colbnia caracteristica de cada estirpe de interesse foi cultivada em meio
liqguido DYGS (RODRIGUES NETO et al., 1986) sob agitacdo a 180 rpm a 30°C por 24
horas. Posteriormente, uma aliquota de 10 pul foi inoculado em placas de Petri contendo
0s meios de cultura em teste e deixadas abertas em capela de fluxo laminar por 15
minutos. O halo de solubilizac¢do foi medido no 12° dia ap6s a inoculagdo. O critério de
comparacao usado foi o indice de solubilizacdo (IS) descrito por Kumar e Narula (1999):

IS=A/B
Onde: A= Diametro total (Didmetro da colénia + diametro do halo) e B=

Diametro da colonia.

Apds avaliar as diferentes fontes de carbono mencionadas anteriormente, ficou
evidenciado que a glicose foi a melhor fonte de carbono e desse modo o teste de
solubilizacdo de fosfato foi realizado com glicose.

2.4.2 Solubilizacao de déxido de zinco

A capacidade de solubilizacdo de zinco foi testada em meio de cultura NBRIP
solido (National Botanical Research Intitute’s Phosphate). Este meio foi desenvolvido
por Nautiyal (1999) contendo 10 g de glicose; 1,2 g de ZnO; 5 g de MgCl..6H.0; 0,25 g
de MgS04.7H20; 0,2 g de KCI; 0,1 g de (NH4)2S0O4; 15 g de agar; pH 6,0 e volume final
de 1 litro. As bactérias foram cultivadas em meio DYGS liquido por 24 horas sob
temperatura de 30°C. Em seguida, usando o método do plagueamento em gota, uma
aliquota de 10 pL foi inoculada na superficie da Placa de Petri contendo o meio de cultivo
solidificado. O diametro do halo de solubilizacdo, percebido como uma area translucida
ao redor da colénia, foi determinado ap6s 8 e 15 dias de incubacdo. Foram utilizadas trés
aliquotas por placa.

2.4.3 - Producdo de sideroforos

Para eliminar tracos de ferro da vidraria e padronizar as condi¢6es de cultura tendo
como Unica variavel a quantidade de ions férricos em solucéo, todo o material utilizado
nas culturas foi tratado. A vidraria foi deixada por pelo menos 48 h imersa em uma
solugédo HCI a 5% (v/v) e posteriormente, foi lavada com agua deionizada (SCHWYN E
NEILANDS, 1987) e, em seguida, autoclavada.

A producéo de sideroforos foi avaliada empregando-se o método cromo azurol S
(CAS) adaptado de Schwyn e Neilands (1987). Para preparar 45 mL da solugdo CAS
inicialmente foram dissolvidos 30,2 mg de CAS em 20 mL de agua deionizada. Em
seguida, foi adicionada uma solugio composta de 5 mL da mistura da solugéo de Fe3* (1
mM de FeClz 6H20 e 10 mM de HCI). Por altimo, foi adicionada uma solucao de 36,5
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mg de brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB) previamente dissolvido em 20 ml de dgua
que resultou numa solucgéo de coloracéo azul.

Foi inoculado uma col6nia caracteristica de cada isolado em tubo de ensaio
contendo 5 mL de meio liquido NFB ou LG, sem ferro Fe**e com 1,0 g Lt de (NH4)2SO4
para inducdo da producdo de sideroforos ou de compostos quelantes de ferro. Os tubos
foram incubados a uma agitacdo de 180 rpm, 30°C por 48 h. Apds a incubacdo, trés
aliquotas de 10 pL cada, foram inoculadas em placa de NFb ou LGI [sem ferro Fe®* e
com 1,0 g L't de (NH4)2SO4] contendo 1% de CAS. As bactérias foram incubadas por até
3 dias a 30°C. Apos o crescimento, foi avaliado a producdo de sideroforos através da
presenca ou auséncia de halo.Foi também avaliado a intensidade da produgdo de
siderdforos em baixo, médio e alto de acordo com o tamanho do halo.

2.4.4 - Atividade celulolitica

O ensaio foi realizado de acordo com Kasana et al. (2008). As estirpes foram
crescidas em meio Dygs liquido sob agitacdo a 180 rpm a 30°C por 24 horas e inoculadas,
como 3 repeticdes 10 pL cada, em placas de meio CMC. O meio CMC é composto de 2,0
g.L! de NaNOs, 1g de KzHPOs, 0,5 g L™ de MgSOs, 0,5 g L de KCI, 2 g L de
carboximetilcelulose (CMC), 0,2 g L™ peptona, 17 g L de agar. As bactérias foram
incubadas por 4 dias a 30°C. Apds o crescimento, as placas foram coradas por 5 minutos
com uma solucdo de lodo de Gram (2 g de Kl e 1 g de iodo em 300 mL de agua destilada),
0 excesso de solucdo foi descartado e os halos evidenciados. O diametro dos halos e o das
coldnias foram aferidos com o auxilio de um paquimetro digital. O indice da atividade
celulolitica (IC) foi calculado através do diametro total da colénia mais a zona de hidrélise
dividido pelo didmetro da coldnia conforme proposto por Hankin e Anagnostakis (1975).

2.4.5 - Capacidade de producéo de compostos inddlicos

As estirpes bacterianas isoladas de Brachiaria foram analisadas quanto a sintese
de compostos indélicos conforme o método de microplaca proposto por Sarwar e Kremer
(1995). Cada isolado bacteriano foi cultivado em um tubo contendo 5 mL de DYGS
liquido por 24 h sob temperatura de 30°C. Logo ap6s, uma aliquota de 20 pL de cada tubo
foi transferida para outro tubo contendo meio NFb liquido modificado (59 de &cido
malico, 5ml KaHPOQO4 (solucdo a 10%), 2 mL de MgSO4.7H20 (solucdo a 10%), 1ml de
NaCl (solucdo a 10%), 2 ml de CaCl2.2H.0 (solugdo a 1%) 4 ml de FeEDTA (solucéo a
1,64%), 2 mL de solugdo de micronutrientes para meio de cultura cultura (1,0 g.L* de
NazMo004.2H,0, 1,175 g.L* de MnSQ4.H,0, 1,4 g de H3BO3, 0,04 g.L* de CuSQ4.5H,0,
0,12 g.Lt de ZnS0O4.7H20), 1 ml de vitamina para meio de cultura (100 mg L™ de Biotina
e 200 mg L de Piridoxol-HCI), 4,5 g de NaOH e, 1 g de (NH4)2SOa, pH 6,5 e volume
final de 1 litro e 0 meio LGI liquido sem o indicador de pH, ambos acrescidos com L-
triptofano (100 pg mL?) e foram submetidos a agitagdo de 180 rpm por um periodo de
72 h, em ambiente sem luminosidade e com temperatura ambiente de 30°C. Entdo,
aliquotas de 1 mL de cada tubo foram retiradas no tempo de 72 h de crescimento
bacteriano e centrifugadas a 12.000 rpm por 5 minutosPara o ensaio, foram utilizados os
meios NFb e LGI, conforme a origem de cada isolado avaliado.

Em seguida a centrifugagdo, 150 pL do sobrenadante de cada amostra foi
adicionado em trés pogos de microplaca (96 pocos) mesclado a 100 pL do reagente de
Salkowski (1 mL de FeCl3 a 0,5 M em 49 mL de &cido percldrico a 35%). As amostras
foram incubadas no escuro por 30 min sob temperatura ambiente e apds este periodo
foram realizadas leituras utilizando-se espectrofotdmetro (Labsystems iEMS Reader MF)
em um comprimento de onda de 540 nm, e os dados de absorbancia foram processadas
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pelo programa Ascent for iEMS Reader MF. A estirpe Azospirillum brasiliense Sp245 foi
utilizada como controle positivo. As leituras foram normatizadas por meio de uma curva
padrdo previamente obtida com concentracfes conhecidas de acido 3-indol-acético (25 a
600 pg mLY).

Para normalizar os valores da determinacdo dos compostos inddlicos, o contetido
de proteinas foi determinado pelo método descrito por Bradford (1976). As células
centrifugadas durante o procedimento de determinacdo dos compostos indolicos foram
ressuspensas em 1 mL de meio DYGS liquido, aliquotas de 100 uL desta suspenséo foram
transferidas para um tubo de 1,5 mL contendo 100 uL de NaOH 1M. A mistura foi
incubada por 30 minutos a temperatura ambiente para lise das células. Posteriormente,
100 pL da solugdo anterior foi adicionado a 900 uL de solucdo de Bradford e incubada
sob temperatura de 37°C por 30 minutos. As leituras foram feitas em leitor de microplaca
com comprimento de onda de 595 nm. A concentracdo de proteina foi determinada
usando a curva padrédo obtida pelos valores de absorbancia das quantidades conhecidas
de BSA (albumina sérica bovina), nas seguintes concentracdes: 0; 0,1; 0,25; 0,5; 1,0; 1,5;
2,0 e 2,5 ng pLt. Todas as amostras foram analisadas em triplicata e o resultado foi
decorrente de uma média das 3 leituras.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Contagem do NMP e Isolamento das bactérias diazotréficas em meios semi-
solidos NFb e LGI

A quantidade estimada de bactérias diazotroficas presentes no solo da rizosfera e
nas raizes das plantas diferiu conforme o material utilizado para o isolamento (raizes néo
desinfestadas (RND), raizes desinfestadas superficialmente (RD) e solo da rizosfera (S),
bem como ao tipo de meio semi-sélido (NFb e LGI). As maiores populac@es de bactérias
nas forrageiras avaliadas, seguiram a seguinte ordem: raiz desinfestada superficialmente
> raiz ndo desinfestada > solo da rizosfera (Tabela 1), sugerindo uma aparente preferéncia
dos isolados bacterianos pelo hospedeiro. O maior numero de Azospirillum spp.,
originario de raizes lavadas do que das raizes desinfestadas, também foi observado em
outras gramineas forrageiras como Brachiaria humidicola e B. decunbens (REIS
JUNIOR et al., 2004), e B. humidicola, capim mimoso (Axonopus purpusii) e capim
corona (Esyonurus muticus) cultivado no Pantanal Matogrossense (BRASIL et al., 2005).

De forma geral, o tamanho da populacdo de bactérias diazotréficas viaveis

colonizando os 20 gendtipos em estudo variou de 107 a 108 bactérias por grama de tecido
fresco. Os resultados sdo similares aos observados por Reis Junior et al. (2004) para a
populacdo encontrada nas raizes e rizosfera de braquiarias cultivadas em solos de Goias
e Minas Gerais, assim como no estudo realizado por Santos e colaboradores (2013) em
gramineas forrageiras cultivadas na regido semi-arida no Brasil, e no trabalho de Peng et
al. (2006) na graminea Melinis minutiflora, indicando haver uma relag&o direta entre as
Poaceae e estas bactérias diazotroficas, independentemente do tipo de solo, conforme
atribuido por Baldani et al. (1999).
As raizes desinfestadas da Brachiaria humidicula H47 apresentaram as maiores
densidades populacionais de bactérias (1,1 x 102 bactérias g de tecido fresco) em ralacio
as demais forrageiras, enquanto as menores densidades (70 bactérias g* de tecido fresco)
foram observadas nas raizes desinfestadas da Brachiaria decumbens. E possivel que
inimeros fatores tenham favorecido a maior densidade bacteriana nas raizes
desinfestadas, dentre eles: aderéncia das bactérias, baixa competicdo com outros
organismos, especificidade com a graminea hospedeira, ou mesmo, devido a plasticidade
adaptativa das forrageiras sob as variacdes sazonais (ALLEN EVALLS, 1987).

O isolamento realizado a partir de frascos da maior dilui¢do (presenca de pelicula
carcateristica) confirmou a presenca de bactérias diazotroficas dos géneros Azospirillum
e Nitrospirillum associadas as vinte forrageiras. Foram obtidos isolados dessas bactérias
em todas as forrageiras, com exce¢do de amostras da Brachiaria ruziziensis R134
inoculadas em meio LGI. Do total de 222 isolados obtidos das forrageiras avaliadas, o
maior percentual foi em raizes ndo desinfestadas (RND) com 21,17%, seguido de 12,61%
em raizes desinfestadas superficialmente (RD) e de 19,27% no solo da rizosfera em meio
NFb enquanto que no meio LGI o percentual foi de 18,47% em RND, 16,22% em RD e
de 12,16% no solo da rizosfera.

Estes dados sugerem uma maior preferéncia destes microrganismos pelas
condi¢des ambientais da superficie das raizes destas forrageiras em relacdo aos demais
tecidos vegetais. Este resultado corrobora com o de outros autores, os quais verificaram
que a maioria das bactérias diazotroficas isoladas também foram originarias das raizes
lavadas de plantas (MAGALHAES et al., 1983; REIS JUNIOR et al., 2000; REIS
JUNIOR, 2002; BRASIL et al., 2005; GARRIDO et al.,2010; BRASIL et al., 2016). Os
percentuais de isolados obtidos também variaram com relacdo a espécie da forrageira,
sendo maiores nas B. decumbens cv. Basilisk, B. brizanta cv. Marandu e B.humidicula
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Tabela 0-1. Quantificacdo da populacéo de bactérias diazotroficas cultivaveis (nimero de células por grama de solo ou raiz) colonizando vinte genotipos de
Brachiaria usando os meios de cultivo semi-sélidos livres de nitrogénio (NFb e LGI).

Meio de cultivo NFb Meio de cultivo LGI
Espécie Genotipo n° de bactérias x 10%/g raiz ou solo Total de n° de bactérias x 10%/g raiz ou solo  Total de
RND RD SR isolados RND RD SR  isolados

Brachiaria arrecta A2 - 45 45 2 140 0,25 - 7

Brachiaria brizanta B140 150 25 9,5 9 150 1500 45 7

Brachiaria brizanta Marandu 9500 1500 150 6 950 - 250 1
Brachiaria brizantha Paiagués 140 - - 3 140 110 0,75 10
Brachiaria brizantha Piatd 140 140 25 6 140 30 1,5 4
Brachiaria brizantha Xaraés 140 7,5 45 6 140 140 25 6
Brachiaria decumbens Basilisk 14000 45000 250 9 750 - - 3
Brachiaria decumbens D24/2 1500 1500 - 7 2 - - 1
Brachiaria decumbens D24/27 140 140 140 8 3 0,07 140 8
Brachiaria decumbens D24/45 140 3 45 8 - 25 250 6
Brachiaria decumbens 79-10 140 140 140 8 140 140 140 10
Brachiaria decumbens X009 140 110 110 15 4 110 - 7
Brachiaria decumbens B0O1 25 - 0,25 3 0,45 0,07 - 4
Brachiaria humidicula Comum 110 - 140 5 - 200 140 5
Brachiaria humidicula H31 140 140 45 4 140 2,5 2 6
Brachiaria humidicula H47 95 - - 1 45000 110000 - 4
Brachiaria humidicula Tupi - 95 - 2 - - 0,04 2

Brachiaria spp. Ipypord 140 140 140 8 140 140 140 7
Brachiaria spp. Mulato Il 140 140 140 7 140 3 150 6

Brachiaria ruziziensis R134 - 2,5 - 1 - - - -

Legenda: RND: Raiz ndo desinfestada superficialmente, RD: Raiz desinfestada superficialmente e SR: Solo rizosférico. O isolamento foi realizado com os dois exemplares de Brachiaria de
cada gendtipo analisado, sendo inoculando em meio semi-sélido até a diluicdo 1077,
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H47 (Tabela 1). A maior colonizagdo pelas bactérias no sistema radicular pode estar
relacionada a liberacdo de exsudatos, pois as variagdes que ocorrem na populagdo
microbiana da rizosfera sdo altamente dependentes do tipo de solo, espécie vegetal e
genotipo utilizado. Diante do exposto, um aspecto importante a ser considerado na
selecdo de estirpes promissoras é a relacdo de especificidade entre planta e bactéria
(BALDANI E BALDANI, 2005).

A presenca de bactérias diazotréficas em raiz ndo desinfestada, raiz desinfestada
superficialmente e solo da rizosfera dos 20 gen6tipos de Brachiaria foi demonstrado pela
formacéo de pelicula caracteristica nos dois meios semi-solidos livres de nitrogénio (NFb
e LGI). Os resultados indicam a ocorréncia de bactérias diazotroficas dos géneros
Azospirillum e Nitrospirillum em solo do cerrado associadas as vinte espécies de
Brachiaria estudadas (Tabela 1). Bactérias diazotroficas da espécie Nitrospirillum
amazonense (syn. Azospirillum amazonense) foram observadas em diferentes pastagens
de Brachiaria por Reis Junior et al. (2004), estabelecidas em regides do ecossistema
Cerrado (Santo Antdnio de Goias, GO) e de Mata Atlantica (Itabela, BA) indicando ampla
distribuicdo desses microorganismos.

3.2. Caracterizacdo molecular e Andlise da diversidade dos Isolados

As sequéncias da subunidade 16S rRNA apresentaram entre 97% e 99% de
similaridade quando comparadas as sequéncias do banco de dados NCBI (ANEXO E).
As andlises das sequéncias parciais do gene 16S rRNA permitiram a identificacdo
taxondmica dos 216 isolados em nivel de género, sendo observado uma elevada
diversidade bacteriana com a identificacdo de 17 géneros, mesmo utilizando os meios de
cultivo semi-seletivos NFb e LGI (FIGURA 5). Esses resultados corroboram assim com
os estudos realizados por Chalita et al. (2013) que também observaram uma enorme
diversidade de bactérias diazotréficas associadas a plantas de Brachiaria brizantha e B.
humidicula cultivadas em solos do Cerrado.

A anélise dos dados permitiu inferir que sequéncias de bactérias diazotréficas que
predominantemente colonizavam os tecidos dos vinte genétipos de Brachiaria no
momento da coleta pertenciam aos géneros Nitrospirillum (35,6%), seguido de
Azospirillum (32,9%) e Bacillus (6,5%).

As andlises filogenéticas indicam a presenca de Nitrospirillum amazonense
(NRBO046, NRB116, NRB135, NRB143, NRB144A, NRB150, NRB174, NRB187, entre
outras), Azospirillum brasilense (NRB194, NRB200, NRB204), A. lipoferum (NRB025,
NRB024, NRB080, NRB099, NRB106, NRB199, NRB203) e A. formosense (NRB018,
NRB071, NRB082, NRB089, NRB214, NRB222, NRB230) (FIGURA 5). Além destas
espécies, sequéncias similares a espécie Paraburkholderia tropica (NRB189 e NRB190),
Paraburkholderia silvatlantica (NRB111, NRB124 e NRB142), Gluconacetobacter
diazotrophicus (NRB138 e NRB152) e Herbaspirillum seropedicae (NRB127) também
foram identificadas (FIGURA 5).

Além da diversidade de géneros obtidos, foi observado no género Azospirillum
uma diversidade intragénica, uma vez que foram formados subgrupos dentro do
agrupamento das espécies de A. lipoferum (ANEXO F), A. brasilense (ANEXO G), A.
formosense (ANEXO H) e A. melinis (ANEXO I). Martin-Didonet et al., (2000) e
Venieraki et al., (2011) em seus estududos com Azospirillum também observaram uma
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Figura 5. Arvore filogenética baseada em sequéncias do gene 16S rRNA (~1.450bp), incluindo as estirpes
tipos de bactérias depositadas no banco de dados NCBI. A filogenia foi baseada no agrupamento das
sequéncias de acordo com o algoritmo Neighbor-joining e modelo Kimura utilizando o programa
MEGAG.1. Nimeros localizados nos ramos indicam a porcentagem de 1.000 subamostragens (bootstrap).
A escala representa 0 nimero de mutagdes por posicao dos nucleotideos. A sequéncia do gene 16S rRNA
de Frankia alni foi utilizada para o enraizamento da &rvore

44



diversidade intragénica entre seus isolados. Martin-Didonet e colaboradores (2000),
alegam que as diferencgas nos padrdes de DNA encontrados entre as estirpes da mesma
espeécie de Azospirillum sugerem que, embora seja estavel, as estruturas do genoma desses
organismos parecem evoluir mais rapidamente do que a diferenciacdo das espécies. O
mecanismo subjacente ao desenvolvimento dessas estruturas genémicas € desconhecido,
mas provavelmente envolve rearranjos genéticos entre sequéncias de DNA homologas
compartilhadas por dois ou mais replicons, como observado em Brucella (JUMAS-
BILAK et al., 1988), aléem de também envolver a troca horizontal de genes.

O género Nitrospirillum também apresentou uma diversidade intragénica, sendo
observado a formacdo de quatro grupos distintos. O primeiro e maior grupo é formado
por 42 estirpes, o segundo pelas estirpes NRB153 e NRB157, o terceiro por 33 estirpes e
0 quarto formado por uma Unica estirpe, a NRB181 (ANEXO J). Tal fato, corrobora com
os estudos realizados por Reis Junior et al. (2006) e Azevedo et al. (2005), onde estes
autores encontraram uma diversidade entre as estirpes de Nitrospirillum isoladas de
Brachiaria e arroz, respectivamente.

Outras bactérias filogeneticamente similares as espécies Phytobacter
diazotrophicus (NRBO043), Stenotrophomonas maltophilia (NRB218, NRB219 e
NRB225), também foram identificadas entre as estirpes diazotroficas isoladas. Embora
todas as estirpes tenham sido obtidas de meios semi-sélidos, para a confirmacdo que as
mesmas sdo microrganismos diazotoficos, todas as 222 estirpes foram submetidas a
amplificacdo do gene nifH utilizando os iniciadores descritos por Poly et al. (2001). A
reacdo de PCR mostrou produto de amplificagdo do tamanho esperado (~360 bp) para a
maioria das estirpes (FIGURA 6), excecdo feita para 33 estirpes que ndao mostraram
produto de amplificacdo do gene alvo (ANEXO L). Tal ocorrido pode ser devido a
metodologia utilizada ou por estas estirpes apresentarem uma via alternativa da
nitrogenase, sendo o0s genes envolvidos os vnf e anf (JOERGER et al., 1989;
CHAKRABORTY et al., 1995; WAUGH et al., 1995; FARNELID et al., 2013; SHIN et
al., 2016)

Figura 6. Eletroforese em gel de agarose 1,5% da amplificagdo do gene nifH de bactérias isoladas
de Brachiaria

O sequenciamento dos fragmentos do gene nifH foi realizado somente nas estirpes
selecionadas para experimento de casa de vegetacdo, sendo que das 32 estirpes
selecionadas (ANEXO K), duas ndo apresentaram a banda do fragmento esperado
(NRB021 e NRB108) e outras duas apresentaram concentracGes muito baixas do produto
da PCR (NRB045 e NRBO054), inviabilizando assim o sequenciamento das mesmas. O
sequenciamento das demais estirpes identificadas anteriormente com base no gene 16S
rRNA mostraram que as estirpes NRB041, NRB046, NRB115, NRB140, NRB146,
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NRB148, NRB153, NRB158 e NRB178 tiveram 100% de homologia com gene nifH de
Nitrospirillum amazonense. Este valor de homologia também foi observado para a estirpe
NRB142 com o gene nifH de Burkholderia silvatlantica, NRB081 com o gene nifH de
Stenotrophomonas maltophilia, NRB043 com o gene nifH de Phytobacter sp. e NRB094
com o gene nifH de Pseudomonas kuykendallii (FIGURA 7), corroborando assim com os
resultados obtidos na analise do gene 16S rRNA.

As estirpes NRB074, NRB109, NRB194, NRB197, NRB200 e NRB214 estdo
intimamentes relacionadas as espécies Azospirillum brasilense ou A. formosense, em
relacdo aos genes 16S rRNA e nifH. No entanto, cada arvore filogenética apresentou
diferentes topografias (FIGURAS 5 e 7). Tal fato pode ser explicado pela alta
similaridade dos genes 16S e nifH entre as espécies A. brasilense e A. formosense (LIN
et al., 2012). As demais estirpes mostraram homologia com o gene nifH de A. melinis, A.
lipoferum e A. oryzae, assim como o observado para 0 gene 16S rRNA, porém
apresentaram agrupamentos distintos (FIGURAS 5 e 7). Os resultados observados podem
ser devidos a auséncia de sincronismo evolutivo entre 0s genes analisados, para as
diferentes espécies de Azospirillum, apesar do elevado nivel de similaridade que estes
genes apresentam’ (LIU et al., 2012). Alem disso, Gaby e Buckley (2014) relatam que,
devido a divergéncia genética dos genes nifH e 16S rRNA, eles geralmente produzem
resultados diferentes, além do fato que metade dos genomas de Azospirillum lipoferum e
A. brasilense compreendem genes adquiridos por transferéncia horizontal
(WISNIEWSKI-DYE et al., 2012). Diante do exposto, para a confirmacdo dos
agrupamentos obtidos, é necessario o estudo com outros genes, tais como 0s genes
housekeeping (dnakK, ginll, gyrB e recA). A analise de genes housekeeping tornou-se uma
ferramenta amplamente empregada para a investigagdo de relagdes taxonémicas. Em
comparacdo com o 16S rRNA, o maior grau de divergéncia de sequéncias dos genes
housekeeping é considerado essencial para fins de identificacdo, ja que as sequéncias do
gene rRNA sdo mais conservadas e nem sempre permitem a discriminacao de espécies
(WERTZ et al., 2003; ADEKAMBI E DRANCOURT, 2004; CHRISTENSEN et al.,
2004; HOLMES et al., 2004; NASER et al., 2005; THOMPSON et al., 2005).

O género Azospirillum apresentou 0 maior nimero de espécies (A. lipoferum, A.
brasilense, A. melinis, A. formosense e A. oryzae), seguido dos géneros Bacillus,
Pseudomonas e Stenotrophomonas (TABELA 2). A maior diversidade bacteriana foi
observada entre os isolados obtidos de Brachiaria decumbens, seguida da B. brizantha,
sendo o gendtipo 24/27 aquele que apresentou 0 maior numero de espécies diferentes
compondo a colecdo de isolados produzida (TABELA 2).

A maior frequéncia de isolados foi observada para a espécie Nitrospirillum
amazonense (35,78%), com 22 estirpes originarias de raizes desinfestadas, 35 estirpes de
raizes ndo desinfestadas e 20 estirpes de solo da rizosfera. Esta espécie bacteriana foi
isolada de quase todos os gendtipos de Brachiaria, com exce¢do do Marandu e R134
(TABELA 2). Dentre os vinte genotipos em estudo, o cultivar 79-10 apresentou o maior
numero de estirpes de N. amazonense isoladas e que corresponderam a 10,25% do total
de isolados (TABELA 2). As espécies bacterianas com o segundo e terceiro maior nimero
de representantes foram a Azospirillum lipoferum (29 estirpes) e Azospirillum formosense
(24 estirpes), sendo que, a primeira foi isolada de 15 geno6tipos e a segunda de 8 genotipos
de Brachiaria.

O fato dos géneros Nitrospirillum e Azospirillum terem apresentado o maior
numero de isolados deve ser devido ao uso dos meios semi-seletivos LG1 e NFb para estes
genéros, respectivamente, além da ampla distribuicio ecolégica (DOBEREINER E
PEDROSA, 1987), ja tendo sido encontrados em associacdo com Brachiaria spp. (REIS
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Figura 7. Arvore filogenética baseada em sequéncias do gene nifH (~360bp), incluindo as estirpes de
bactérias depositadas no banco de dados NCBI. A filogenia foi baseada no agrupamento das sequéncias de
acordo com o algoritmo Neighbor-joining e modelo Kimura utilizando o programa MEGA6.1. NiUmeros
localizados nos ramos indicam a porcentagem de 1.000 subamostragens (bootstrap). A escala representa o
nimero de mutagdes por posicdo dos nucleotideos. A sequéncia do gene nifH de Frankia alni foi utilizada

para o enraizamento da arvore.
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et al., 2001; REIS JUNIOR et al., 2004; BRASIL et al., 2005; SILVA et al., 2013),
Pennisetum purpurem (Videira et al., 2012) sorgo forrageiro (BERGAMASCHI et al.,
2007), forrageiras no semiarido brasileiro (SANTOS et al., 2013), forrageiras nativas do
Pantanal Dbrasileiro (Mesosetum chaseae, Axonopus purpusii e Hymenachne
amplexicaulis) (SOUZA et al.,, 2017), além de outras gramineas como milho
(DOBEREINER et al.,1976; ROESCH et al., 2007), trigo (SALA et al., 2005); arroz
(BALDANI et al., 1984; XIE E YOKOTA, 2005; KUSS et al., 2007; CARDOSO et
al.,2010), cana-de-agucar (REIS JUNIOR et al., 2000. Além de fixar o nitrogénio
atmosférico (STEENHOUDT E VANDERLEYDEN, 2000; KUSS et al.,, 2007;
VIDEIRA et al., 2012), essas espécies sdo capazes de solubilizar fosfato (RODRIGUEZ
et al., 2004; VIDEIRA et al., 2012; LOPEZ-ORTEGA et al., 2013) produzir hormonios
vegetais como o acido-indol-acético (REIS JUNIOR et al., 2004; KUSS et al., 2007,
VIDEIRA et al., 2012), estimulando o desenvolvimento radicular, aumento a densidade
e crescimento das raizes laterais.

Dentre os 222 isolados, 15 isolados apresentaram similaridade taxondémica com o
género Bacillus sp. (TABELA 2 e ANEXO E), género este que ja foi encontrado em
associacdo com arroz (DAFFONCHIO et al., 1998; XIE et al., 1998; BENEDUZI et al.,
2008), trigo (NEAL E LARSON, 1976;), gramineas tropicais semi-aridas da india
(SARATHAM-BAL et al., 2015), Brachiaria brizantha (SILVA et al., 2013), solo de
pastagem da Amazonia (SILVA et al., 2011). Existem mais de 191 espécies e 4
subespécies descritas no género Bacillus (LPSN, 2018). No &mbito da agricultura existem
diversos produtos que tem como ingrediente ativo bactérias deste género, consideradas
como rizobactérias promotoras do crescimento vegetal. Estudos realizados por Beneduzi
et al. (2008), Sarathambal et al. (2015) e Passari et al. (2016) com Bacillus comprovam
o grande potencial deste género em solubilizar fésforo inorganico, atuar no controle
bioldgico de fitopatdgenos com a producdo de sideroforos e capacidade celulolitica,
produzir AlA e fixar biologicamente o nitrogénio atmosfeérico.

Foi possivel isolar bactérias com alta similaridade a espécie Stenotrophomonas
maltophilia (TABELA 2 e ANEXO E). Ja foi relatado na literatura o seu isolamento de
amostras de solo e raizes de Brachiaria brizantha (SILVA et al., 2013), além de outras
gramineas tais como arroz (MEHNAZ et al., 2001), trigo (GERMIDA E SICILIANO,
2001) e também de raizes de bananeira (AMBAWADE E PATHADE, 2013). Bactérias
pertencentes a este género sdo candidatas promissoras para aplicacdes biotecnoldgicas na
agricultura, uma vez que, podem promover um efeito positivo na produtividade das
plantas através de varios mecanismos, como a producdo de acido-indol-acético
(SUCKSTORFF E BERG, 2003; AMBAWADE E PATHADE, 2013), fixacdo de
bioldgica do nitrogénio atmosférico (PARK et al., 2005; LIBA et al., 2006), e oxidacéo
de enxofre elementar (BANERJEE; YESMIN, 2009).

Também foi possivel isolar bactérias com alta similaridade ao género Pseudomonas
(TABELA 2 e ANEXO E). A literatura relata o seu papel como promotor de crescimento
vegetal em gramineas (PERRINE et al., 2001; GRAY E SMITH, 2005). O género
Pseudomonas possui uma ampla distribuicdo mundial, ja sendo encontrado em canola,
arroz e trigo (VERMA et al., 2001), milho (RODRIGUEZ-BLANCO et al., 2015),
Pennisetum purpureum (VIDEIRA et al., 2012), Brachiaria brizantha (SILVA et al.,
2013) e em diversas espécies vegetais (ZINNIEL et al., 2002; MOCALI et al., 2003). Sua
atuacdo € relevante devido a capacidade de fixar o nitrogénio atmosférico
(RODRIGUEZ-BLANCO et al., 2015), de produzir o fitohorménio acido-indolacético
(PATTEN E GLICK 2002; PEDRAZA et al., 2004; VIDEIRA et al., 2012; PASSARI et
al., 2016), de solubilizar fosfato (RODRIGUEZ E FAGA, 1999; PASSARI et al., 2016),
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Tabela 0-2. Numero de espécies bacterianas isoladas dos vinte genotipos de Brachiaria e identificadas taxonomicamente por sequenciamento do

gene 16S rRNA

Espécie de planta  Genoétipo Quant

Espécie bacteriana

Espécie de planta

Gendtipo  Quant

Espécie bacteriana

0 00 0 0 0 0 O 0 0 0 0 U 0 0 0 0 0 0 W

B. arrecta
B. arrecta
B. arrecta
B. arrecta
B. arrecta

. decumbens
. decumbens
. decumbens
. decumbens
. decumbens
. decumbens
. decumbens
. decumbens
. decumbens
. decumbens
. decumbens
. decumbens
. decumbens
. decumbens
. decumbens
. decumbens
. decumbens
. decumbens
. decumbens

A-2
A-2
A-2
A-2
A-2
Basilisk
Basilisk
Basilisk
Basilisk
Basilisk
D24/2
D24/2
D24/2
D24/2
D24/45
D24/45
D24/45
D24/45
D24/45
D24/45
D24/27
D24/27
D24/27
D24/27

7

P NN NNERE AP ORRPRREPERONNRERRER®

Nitrospirillum amazonense
Azospirillum lipoferum
Bacillus aerius strain
Kosakonia sacchari
Rhizobium pusense
Azospirillum oryzae
Azospirillum lipoferum
Azospirillum brasilense
Nitrospirillum amazonense
Kosakonia sacchari
Nitrospirillum amazonense
Azospirillum lipoferum
Burkholderia tropica
Ochrobactrum anthropi
Nitrospirillum amazonense
Azospirillum brasilense
Azospirillum formosense
Stenotrophomonas maltophilia
Rhizobium pusense
Pseudomonas knackmussii
Nitrospirillum amazonense
Azospirillum formosense
Azospirillum lipoferum
Azospirillum melinis

B.

00 0 0 0 0 0 0 0 IO 0 0 0 W

00 0 0 0 0 0 0 0 0 W

humidicula

. humidicula
. humidicula
. humidicula
. humidicula
. humidicula
. humidicula
. humidicula
. humidicula
. humidicula
. humidicula
. humidicula
. humidicula
. humidicula
. brizantha
. brizantha
. brizantha
. brizantha
. brizantha
. brizantha
. brizantha
. brizantha
. brizantha
. brizantha

H31
H31
H31
H31
H31
H31
H31
H31
H47
H47
Tupi
Tupi
Tupi
Tupi
Marandu
Marandu
Marandu
Marandu
Paiaguéas
Paiaguas
Paiaguas
Paiaguas
Paiaguas
Paiaguas

5

P PR P RPORPNWOWRRREPRREROORRRRRERNDN

Nitrospirillum amazonense
Azospirillum lipoferum
Bacillus aerius
Bacillus cereus
Gluconacetobacter diazotrophicus
Lysinibacillus fusiformis
Rhizobium endolithicum
Stenotrophomonas pavanii
Nitrospirillum amazonense
Azospirillum formosense
Nitrospirillum amazonense
Bacillus safensis
Pseudomonas geniculata
Sphingobium yanoikuyae
Azospirillum brasilense
Azospirillum formosense
Azospirillum lipoferum
Paraburkholderia silvatlantica
Nitrospirillum amazonense
Azospirillum lipoferum
Azospirillum melinis
Bacillus subtilis
Phytobacter diazotrophicus
Zoogloea oryzae
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D24/27
79-10
79-10
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Bacillus aerius

Gluconacetobacter diazotrophicus
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solubiliziar ZnO (FASIM et al., 2002). Além de promover o crescimento de plantas este
género é descrito como agente no controle de pragas e doencas ja que sdo produtoras de
sideroforos (TIAN et al., 2009; PASSARI et al., 2016).

Além das espécies ja mencionadas anteriormente, também foi obtido um isolado
de Ochrobactrum anthropi, NRB196, sendo este o primeiro relato de isolamento desta
espécie em Brachiaria spp. (TABELA 2 e ANEXO E). No entanto, j& foi observado sua
presenca em milho (MCINROY E KLOEPPER, 1995); mandioca (TEIXEIRA, 2004);
rizosfera de figo-da-india (COSTA, 2003); raizes de alcachofra (MENG et al., 2014).
Além de fixar o nitrogénio atmosférico, representantes desta espéciesdo capazes de
solubilizar fosfato, produzir hormdnios vegetais como o acido-indol-acético e produzir
sideroforos (CHAKRABORTY et al., 2009; MENG et al., 2014; XU et al., 2015).

3.3.Avaliacéo da capacidade funcional das estirpes

Todas as estirpes de Azospirillum e Nitrospirillum apresentaram a banda
especifica do gene nifH, o que ja era o esperado, uma vez que estes géneros pertencem a
0 grupo de bactérias diazotréficas. Em relacdo as capacidades de producéo de sideréforos,
solubilizacdo de fosfato inorganico e degradacdo celulolitica, todas as espécies de ambos
0S géneros anteriormente citados apresentaram estirpes com estas capacidades. Tal fato
ndo foi observado nas capacidades de solubilizacdo de zinco e producéo de indol, uma
vez que somente as espécies A. brasilense, A.formosense, A. lipoferum e N. amazonense
apresentaram estirpes com a primeira capacidade, ja para a segunda capacidade nao foi

observada em nenhuma estirpe de Nitrospirillum (FIGURA 8).
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Figura 8. Quantidade de isolados bacterianos de sete espécies de bactérias diazotréficas (Nitrospirillum
amazonense, Azospirillum spp., A. melinis, A. lipoferum, A. formosense, A. oryzae e A. brasilense) por
capacidade funcional avaliada (producdo de sider6foros, solubilizagdo de fosfato e zinco inorganico,
capacidade celulolitica e produgéo de indol)

Ao avaliar o numero de estirpes por espécie com capacidade de produzir
sideroforos, foi observado que todas as estirpes de A. formosense apresentaram esta
capacidade, seguida da N. amazonense (92,21%) e A. lipoferum (82,76%). Ja em relacédo
as capacidades de solubilizacdo de fosfato inorganico e degradacdo de celulose, as
especies que apresentaram a maior porcentagem de estirpes com estas capacidades foram
A. oryzae (85,71%) e A. melinis (66,67%), respectivamente.
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3.3.1. Solubilizacéo de Fosfato inorganico e Zinco

A capacidade de solubilizacdo de fosfato inorganico e zinco pelas estirpes
bacterianas isoladas de gendtipos de Brachiaria spp. foram demonstradas por meio do
halo de solubilizac&o de acordo com Kumar e Narula (1999) (FIGURA 9).

Figura 9. Exemplo de formz;géo de halo de solubilizac&o de zinco (A) e solubilizagéo de P (B) pelas estirpes
NRBO081 e NRB082 isoladas de Brachiaria

Das 222 estirpes, somente 87 (39,2%) apresentaram capacidade de solubilizar
fosfato inorgénico. A estirpe que apresentou o maior indice de solubilizacéo (1.S) foi a
Azospirillum formosense NRB004 (2,6) seguida das Rhizobium pusense NRBO010,
Pseudomonas nitritireducens NRBOQ75, Bosea thiooxidans NRB076, A. lipoferum
NRBO085, Nitrospirillum amazonense NRB180 e A. formosense NRB214 que
apresentaram um 1.S. maior que 2,0 enquanto que as R. pusense NRB009 (1,01) e Bacillus
aerius NRBO031 (1,12) apresentaram os menores |.S. (TABELA 3). De acordo com
Madhaiyan et al (2004), o indice de solubilizacdo de fosfato pode ser classificado em
niveis, sendo alto quando maior que 1S>3, médio (2<1S<3) e baixo (1S<2). Dos 39,2% de
estirpes que apresentaram a capacidade de solubilizar fosfato inorgénico, 8,05%
obtiveram nivel médio de I.S e as demais estirpes apresentaram nivel baixo de
solubilizacdo (TABELA 3).

Além das espécies bacterianas mencionas anteriormente com a capacidade de
solubilizar fosfato inorganico in vitro, também foi observado estirpes das espécies como,
por exemplo, A. brasilense (NRB0O74 e NRB208), A. melinis (NRB103 e NRB226), A.
oryzae (NRB087 e NRB091), Stenotrophomonas maltophilia (NRB032 e NRB081),
Phytobacter diazotrophicus (NRB043) e Paraburkholderia silvatlantica (NRB124 e
NRB142), todas apresentando um indice de solubilizacdo baixo (TABELA 3).

Rodriguez et al. (2004) mostraram capacidade de solubilizagdo em P inorganico
em placas, observando halos de solubilizagdo de 11 mm de didmetro para estirpes de A.
brasilense e 20 mm de didmetro para A. lipoferum. Murty e Ladha (1988) ao inocularem
A. lipoferum em sementes de arroz observaram um aumento no teor de ions fosfato, que
resultou em melhorias significativas no comprimento da raiz e nos pesos de brotos frescos
e secos. Em estudos realizados por Lépez-Ortega e colaboradores (2013), todas as estirpes
em estudo solubilizaram fosfato tricalcico, porém os isolados do género Azospirillum
apresentaram valores inferiores quando comparados as espécies B. japonicum USDA110;
T6: Rhizobium sp., C50; T7: Klebsiella variicola BRCG3. Tais estudos comprovam a
capacidade do género Azospirillum em solubilizar fosfato inorganico mencionada por
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Rodriguez e Fraga (1999). Tal capacidade também foi observada em outras bactérias
diazotréficas como por exemplo o trabalho de Estrada et al. (2013) que investigou a
capacidade de 49 bacteérias diazotroficas isolados de arroz. Os autores observaram que
bactérias do género Herbaspirillum foram capazes de solubilizar fosfato inorgénico
somente em meio GL enquanto que as bactérias Gluconacetobacter diazotrophicus
estirpe PALS, Burkholderia viethamiensis estirpes AR1121, AR1122, AR1125, AR114
e B. kururiensis estirpe VR2236 foram capazes de solubilizar fosfato tanto em meio GL
como em meio NBRIP.

Tabela 0-3. Avaliagdo in vitro da capacidade de solubilizar fosfato inorganico
(Cas(P0Oa)2) de bactérias diazotroficas obtidas de genotipos de Brachiaria
Isolado  1.S.®  Isolado  1.S.®  Isolado  1.S.® Isolado 1.S.®
NRB004 2,60 NRBO069B 1,48 NRB103 1,40 NRB179 1,27
NRB0O06 1,58  NRBO074 1,88 NRB104 1,11 NRB180 2,27
NRBO008 1,81 NRBO75 2,49 NRB105 1,18 NRB181 1,30
NRB0O09 1,01 NRBO076 2,52 NRB106 1,13 NRB182 1,47
NRBO010 2,36 NRBO078 1,70 NRB107 155 NRB18 1,19
NRB018 1,77 NRBO080 1,46 NRB108 1,30 NRB189 1,27
NRBO019 1,64 NRBO081 1,61 NRB109 159 NRB192 1,14
NRB020 1,48 NRBO082 1,47 NRB115 1,34 NRB193 1,37
NRB024 1,31 NRB084 1,99 NRB124 1,73 NRB195 1,27
NRB025 1,39 NRBO085 2,45 NRB137 1,29 NRB198 1,35
NRBO027 1,44 NRBO086 1,89 NRB139 1,78 NRB199 1,30
NRB028 1,37  NRBO087 1,77 NRB142 1,78 NRB203 1,35
NRBO030 1,34 NRBO088 1,37 NRB144A 1,34 NRB208 1,21
NRB031 1,12 NRB090 1,33 NRB144B 1,28 NRB210 1,26
NRB032 1,16 NRB091 1,33 NRB145 1,16 NRB213 1,38
NRB035 1,34  NRB092 1,40 NRB154 1,28 NRB214 2,20
NRBO038 1,39 NRB095 1,51 NRB155 141 NRB217 1,33
NRB043 1,28  NRB097 1,22 NRB156 1,82 NRB220 1,29
NRBO058 1,38 NRB098 1,25 NRB159 1,27 NRB224 1,38
NRB059 1,35 NRB099 1,38 NRB162 1,30 NRB226 1,27
NRBO064 1,48 NRB100 1,39 NRB170 1,21 NRB228 1,32

NRBO69A 151 NRB102 142 NRB177 128 PAL5® 190
Dindice de solubilizacdo (1.S.) é o diametro do halo dividido pelo didmetro da colonia .
@AGluconacetobacter diazotrophicus, utilizada como controle positivo no teste de solubilizagio de
fosfato in vitro.

A solubilizacdo de fosfato tem sido atribuida a liberacdo de diversos acidos
organicos, sendo que, em estudos realizados por Lin e colaboradores (2006) o acido
glucénico foi o principal responsavel pela solubilizacdo de trifosfato de célcio em uma
estirpe de B. cepacia. Rodriguez et al. (2004) relataram que, na presenca de frutose e
glicose, as estirpes de A. brasilense e A. lipoferum produziram &cido glucdnico envolvido
no processo de solubilizagdo do fosfato. Em estudos realizados com A. formosense (LIN
et al., 2012), Stenotrophomonas maltophilia (XIAO et al., 2009), Pseudomonas spp
(MILLER et al., 2010) comprovaram a producdo de &cido gluconico por estas
bactérias.Tal fato pode explicar a capacidade de solubilizar fosfato de algumas estirpes
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do presente estudo, porém ndo foi realizada a quantificacdo da producdo de acido
gluconico nas nossas estirpes.

Pouco se sabe sobre a espécie Phytobacter diazotrophicus, descrita por Zang et
al. (2007). Em sua descricdo ndo ha relato sobre a capacidade de producdo de &cido
glucénico nem de solubilizacdo de fosfato, no entanto a estirpe NRB043 (P.
diazotrophicus) apresentou a capacidade de solubilizacdo de fosfato inorgénico
(TABELA 3). Apesar de se saber que bactérias da espécie Azospirillum formosense sao
capazes de produzir &c. gluconico, ndo h& relatos na literatura da sua capacidade de
solubilizar fosfato, sendo assim um resultado inédito do presente estudo.

O entendimento da capacidade e da eficiéncia de microrganismos, em solubilizar
fosfatos, pode levar a selecdo de isolados com alto potencial de uso para a inoculagédo em
plantas, levando em consideracdo que o fosforo € um dos nutrientes mais limitantes do
crescimento vegetal, e em solos tropicais a sua disponibilidade € muito baixa (SOUCHIE
et al., 2007). A adubacéo com fdsforo é uma pratica necessaria em solos agricolas, mas,
a grande maioria do fosforo aplicado acaba se tornando indisponivel para as plantas, pois
é rapidamente imobilizado por ions de ferro e aluminio em solos &cidos e por ions de
calcio em solos alcalinos (MOREIRA et al., 2010). Assim, diversos microrganismos
podem atuar por meio de mecanismos de solubilizacéo de fosfato e desta forma contribuir
para a promocdo do crescimento vegetal (VERMA et al., 2001).

Em relacdo a capacidade de solubilizar 6xido de zinco, somente 21 estirpes
apresentaram a atividade funcional dentre as 222 testadas (TABELA 4). Dentre estas 21
estirpes, dez também possuem a capacidade de solubilizar fosfato de calcio, sendo estas:
NRB043, NRB074, NRB075, NRBO076, NRB081, NRB082, NRB085, NRB088,
NRB139, NRB214 (TABELAS 3 e 4 e FIGURA 8).

Tabela 0-4. Avaliagdo in vitro da capacidade de solubilizar 6xido de zinco de bactérias
diazotroficas obtidas de gendétipos de Brachiaria

Isolado 1.5.M Isolado 1.5.W Isolado 1.5.W
NRBO011 1,29 NRBO076 4,17 NRBO096 1,80
NRB026 1,40 NRB078 3,54 NRB139 1,81
NRB043 1,66 NRBO081 4,04 NRB208 1,46
NRB045 3,78 NRB082 5,13 NRB210 1,27
NRBO060 1,29 NRB084 4,37 NRB214 3,32
NRB064 1,38 NRB085 4,46 PAL5® 4,50
NRB074 3,48 NRB086 4,19
NRBO075 2,21 NRB088 2,48

Dindice de solubilizacdo (1.S.) é o diametro do halo dividido pelo didmetro da coldnia.
@Gluconacetobacter diazotrophicus, utilizada como controle positivo no teste de solubilizagdo de 6xido
de zinco in vitro.

A estirpe de A. formosense NRB082, apresentou um indice de solubilizacdo de
oxido de zinco (1.S.) igual a 5,13, este sendo maior do que o controle positivo PAL5 (4,51)
(TABELA 4). Saravanan e colaboradores (2007a) ao avaliarem a capacidade de
solubilizacdo de Zn em estirpes de G. diazotrophicus, observaram que todas possuiam a
capacidade de solubilizacdo, no entanto, a eficiéncia para solubilizar formas insolUveis
de Zn variou entre as estirpes e a fonte de carbono utilizada.

Em trabalho realizado por Madhaiyan et al. (2004), os autores também
verificaram uma variacdo entre os isolados de G. diazotrophicus para solubilizar as fontes
de zinco insoluveis, onde todos os isolados foram capazes de solubilizar ZnO e ZnCOs3,
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exceto o isolado de beterraba (B3), enquanto que a estirpe G. diazotrophicus PAL5
mostrou a capacidade de solubilizar todas as fontes de zinco apresentando halos de
solubilizac¢do de 38mm (ZnCO3), 32mm (ZnO) e 26mm (ZnPO4) com glicose como fonte
de carbono. No entanto, FASIM et al. (2002) em seu estudo com Pseudomonas
aeruginosa obteve uma maior solubilizacdo de ZnO do que Zn3(POas).. Goteti e
colaboradores (2013) em sua pesquisa de solubilizacdo de zinco em estirpes de
Pseudomona spp. e Bacillus spp. em meios suplementados com ZnO e ZnCOs,
observaram que todas as estirpes apresentaram a capacidade de solubilizar zinco em
ambos os suplementos, porém o halo de solubilizacdo foi maior para todas as estirpes de
Pseudomonas avaliadas.

Kamran et al. (2017) ao avaliar a capacidade de solubilizacdo de zinco em 24
isolados de trigo e cana-de-agtcar com 5 diferentes fontes de zinco (ZnCOs, ZnO,
Zn3(P0O4)2, ZnCl2 e ZnSO4) observaram que nenhum isolado foi capaz de solubiliziar
zinco em meio suplementado com ZnClz e ZnSO4. No entanto, nos meios suplementados
com ZnCOz e ZnO, observaram que seis estipes apresentaram esta capacidade, sendo uma
do género Pseudomonas, duas de Pantoea, duas de Enterobacter e uma de Rhizobium. J&
no meio suplementado com Zn3(POa4)2, vinte estipes apresentaram uma fraca capacidade
de solubilizacdo, demonstrado assim que existe variacdo na capacidade de solubilizagéo
para diferentes formas quimicas de Znem relacdo aos demais testados. Tal fato pode
explicar a baixa ocorréncia de estirpes com capacidade de solubilizar zinco no presente
trabalho, uma vez que s6 foi testado o meio suplementado com ZnO.

De todas espécies de Brachiaria em estudo foi possivel identificar pelo menos um
representante bacteriano com capacidade de solubilizacdo de fosfato inorganico
(FIGURA 10.A), fato este ndo observado na solubilizagdo de oxido de zinco, onde
somente 4 das 7 espécies de braquidria apresentaram estirpes com esta capacidade
(FIGURA 10.B). A espécie B. decumbens mostrou maior nimero de estirpes com ambas
as capacidades, sendo 40 deles com capacidade de solubilizar fosfato inorganico e 11 para
solubilizar 6xido de zinco.

Solubilizagdo de P A Solubilizacdo de Zn B

B B, arreca . decumbens

n B. decumbens o :
. brizantha
B. ruzizienses
B. brizantha . humidicula
m B, humidicula 7

. 5pp.
u B spp.

1

Figura 10. Quantidade de representantes bacterianos isolados de espécie de Brachiaria com capacidade de
solubilizagdo de fosfato inorganico (A) e de solubilizacdo de 6xido de zinco (B).

Diante do exposto, a inclusdo no inoculante de uma bactéria capaz de solubilizar
o fosfato e zinco, além de fixar biologicamente o nitrogénio atmosférico € interessante
para paises com alta incidéncia de deficiéncia destes nutrientes. Assim, o entendimento
dos mecanismos envolvidos na promocéao do crescimento pode ajudar a minimizar o custo
da producdo de culturas ja que o nitrogénio, fésforo e o zinco sdo o0s nutrientes
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essencialmente exigidos pelas culturas e séo relativamente lixiviados ou transformados
em formas insoluveis. Assim, o uso de bactérias diazotroficas capazes de solubilizar Zn
e P, podem ajudar a planta a compensar a deficiéncia desses nutrientes no solo. No
entanto, mais estudos sdo necessarios para confirmar o potencial de solubilizagdo de P e
Zn para avaliar a sua viabilidade pratica.
3.3.2.Producéo de sideroforos

Das 222 estirpes testad;as, 187 estirpes (84,23%) apresentaram uma alteracéo na
cor de azul/amarelado (FIGURA 11) ou azul/rosa (FIGURA 12) nas placas de meio CAS
indicando a producéo de siderdforos. Cento e vinte e oito estirpes (68,45%), do total de
estirpes com esta capacidade, apresentaram intensidade baixa, cinquenta (26,74%)
apresentaram intensidade média, e nove (4,81%) apresentaram alta capacidade de
producdo de sider6foros (TABELA 5).

N
Figura 11. Producdo de siderdfor

| ‘5 ) —
o0s das estirpes obtidas de Brachiaria em meio NFb sélido, sem azul de

bromotimol e com (NH4).SO4 a 0,1% de CAS. A mudanca de cor azul/amarelo pode ser observada apés 72
horas de incubacdo a 30° C. (A) isolado sem capacidade de producéo; (B) isolado com capacidade baixa de
producdo; (C) isolado com capacidade média; e (D) isolado com capacidade alta de producdo de sider6foros
in vitro.

N : * A 8

Figura 12. Producéo de sider6foros das estirpes obtidas de Brachiaria em meio LGI so6lido, sem azul de
bromotimol e com (NH4)2SO4 a 0,1% de CAS. A mudanga de cor azul/rosa pode ser observada apds 72
horas de incubacdo a 30° C. (A) isolado sem capacidade de producdo; (B) isolado com capacidade baixa de
producdo; (C) isolado com capacidade média; e (D) isolado com capacidade alta de producdo de sideroforos
in vitro.

As maiores intensidades de producdo de sider6foros foram observadas em
Pseudomonas nitritireducens estirpes NRB021 e NRBO075, Azospirillum lipoferum
estirpe NRBO034, Rhizobium pusense estirpe NRB067, Paraburkholderia silvatlantica
estirpe NRB124, Nitrospirillum amazonense estirpes NRB148 e NRB158, Zoogloea
oryzae estirpe NRB169 e Azospirillum formosense estirpe NRB230 (TABELA 5). As
estirpes NRB021, NRB034 e NRB230 produziram siderdforos do tipo catecolato uma vez
que a mudanca de cor foi do azul/amarelo (SCHWYN E NEILANDS, 1987). A producéo
de sideroforo foi tdo intensa na A. lipoferum estirpe NRB034 que alterou a cor total do
meio de cultivo da placa (FIGURA 11.D)
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Tabela 0-5. Avaliacao in vitro da capacidade de producao de sideroforos por bactérias diazotréficas isoladas de genotipos de Brachiaria.

Isolado Int.® Isolado Int®  Isolado  Int.®  Isolado  Int.® Isolado Int.® Isolado Int.®® Isolado Int.® Isolado Int.® Isolado Int.®

NRBOO1 B NRB025 B NRBO047 B NBRO72 M  NBR0O94 M NBR122 B NBR148 A NBR177 B NBR203 B
NRB002 B NRB027 B NRB048 B NBRO73A° M NBR09S M NBR123 B NBR149 B NBR178 B NBR204 B
NRB0O0O3 B NRB028 B NRB049 B NBRO073B B NBR0O97 M NBR124 A NBR150 B NBR179 B NBR205 M
NRB0O0O4 B NRB029 M NRBO050 B NBRO74 M NBR098 B NBR125 B NBR151 M NBR181 B NBR206 B
NRBOO5S B NRB030 B NRBO051 B NBRO75 A NBR101 B NBR126 M NBR153 M NBR182 B NBR208 M
NRBO0O6 B NRB031 B NRB052 B NBRO76 M  NBR102 M NBR127 B NBR154 B NBR183 B NBR209 M
NRBOO7 M NRB032 B NRBO053 B NBRO77 B NBR103 ™M NBR128 B NBR157 B NBR184 B NBR210 M
NRB0O0O8 ™M NRB033 B NRB054 B NBRO78 M NBR104 ™M NBR129 B NBR158 A NBR185 B NBR211 B
NRBO0O9 M NRB034 A NRBO055 B NBRO79 B NBR105 ™M NBR130 ™M NBR159 M NBR186 B NBR212 B
NRB0O1I0 M NRB035 B NBRO60 B NBRO80 B NBR106 B NBR132 M NBR160 B NBR187 B NBR214 B
NRBO11 B NRB036 B NBRO061 B NBRO081 B NBR10O7 M NBR133 B NBR161 B NBR188 M NBR215 B
NRB012 B NRB037 B NBRO62A B NBRO082 M NBR108 B NBR134 B NBR163 B NBR189 M NBR217 B
NRBO15 ™M NRB038 B NBR062B B NBRO083 B NBR109 M NBR135 B NBR166 B NBR190 B NBR220 B
NRB0O16 ™M NRB039 B NBR063 B NBR084 B NBR111 M NBR139 B NBR167 B NBR192 B NBR221 B
NRBO17 B NRB040 B NBRO64 B NBRO85 M  NBR113 B NBR140 B NBR169 A NBR194 M NBR222 M
NRB0O18 B NRB041 B NBRO65 B NBRO086 B NBR114 B NBR141 B NBR170 ™M NBR195 B NBR224 M
NRB0O19 B NRB042 B NBRO66 M NBRO87 M  NBR115 B NBR142 M NBR171 B NBR196 B NBR228 M
NRB020 B NRB043 B NBRO67 A NBRO088 B NBR116 B NBR144 B NBR172 B NBR197 M NBR230 A
NRB021 A NRB044 B NBRO69B M NBRO089 B NBR119 B NBR145 B NBR173 B NBR198 B PAL5® M
NRB023 ™M NRB045 B NBRO070 M NBRO090 B NBR120 B NBR146 B NBR174 B NBR199 B

NRB024 B NRB046 B NBRO71 M NBR091 B NBR121 B NBR147 B NBR175 B NBR201 M

@) Analise qualitativa do nivel de intensidade de producdo de siderdforos (Int.) pelo isolado, sendo B: intensidade baixa, M: intensidade média e A: intensidade alta de
producéo.
@Gluconacetobacter diazotrophicus, utilizada como controle positivo no teste de producéo de sideréforos in vitro
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Todas as estirpes obtidas a partir de meio semi-solido LGI produziram sideréforos
do tipo oxalato uma vez que a cor final no meio foi rosa (SCHWYN E NEILANDS, 1987)
(FIGURA 12). Quatro estirpes NRB067 (Rhizobium pusense), NRB124 (Paraburkhol-
deria silvatlantica), NRB148 (Nitrospirillum amazonense) e NRB158 (N. amazonense)
apresentaram uma alta intensidade na producéo de sideroforos, 14 estirpes com producgéo
média e 70 estirpes com baixa producéo de sideréforos (Tabela 5).

Foi possivel identificar pelo menos um representante bacteriano com a capacidade
de producéo de siderdforos para todas as espécies de Brachiaria em estudo (FIGURA
13). As espécies B. decumbens e B. brizanta mostraram a ocorréncia de maior numero de
isolados com esta capacidade, 84 e 41 bactérias respectivamente, em contraste a espécie
B. arrecta que teve somente um representante.

Producdao de Sideroforos

24 10 . arreca
. decumbens

. ruzizienses

84 . brizantha

. humidicula
. Spp.

41

W 0 W W o W

1

Figura 13. Quantidade de representantes bacterianos isolados de sete espécies de Brachiria com capacidade
de producéo de siderdforos

A producdo de sideréforos por bactérias associativas podem melhorar o
crescimento vegetal, tanto aumentando a disponibilidade de nutrientes por meio da
absorcdo de ferro como impedindo o crescimento de patdgenos do solo devido a limitacéo
de ferro (Chaiharn et al. 2009; Miethke e Marahiel 2007; Sayyed e Chincholkar 2009). Ja
foi demonstrado que uma variedade de espécies vegetais adquire ferro a partir de
complexos de Fe-sideroforos, incluindo Cucurbita pepo, Brassica. juncea (SINHA E
MUKHERJEE, 2008; BURD et al., 2000), Helianthus annuus (DIMKPA et al., 2009),
Medicago sativa (CARRILLO-CASTANEDA et al., 2002) e Vigna unguiculata
(DIMKPA et al., 2009) e, além disso, foi demonstrado que essa aquisicdo foi a razdo de
seu crescimento estimulado em solos contaminados por metais. Sendo assim, 0
isolamento e selecdo de bactérias capazes de produzir sider6foros podem contribuir para
o controle de fitopatdgenos e desenvolvimento das plantas na agricultura.

A producéo de sideroforos no género Azospirillum ja foi relatada por diversos
autores, como por exemplo Pedraza et al. (2007 e 2010) e Tortora et al. (2011) em estirpes
de A. brasilense isoladas de morango; Saxena et al. (1986) e Shah et al. (1992) em estirpes
de A. lipoferum isoladas de raizes esterilizadas da Digitaria. Também ja foram
encontradas bactérias deste género produzindo sideréforos em rizosfera de plantas de
tomate (MANIVANNAN E THOLKAPPIA, 2013). Assim como no presente estudo,
onde os isolados do género de Azospirillum produziram sideroforos do tipo catecolato,
em estudos realizados por Manivannan e Tholkappia (2013) também foi observado por
especies deste género isoladas de tomateiro.
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A capacidade de producdo de sideroforos também ja foi observada em outros
géneros, tais com Burkholderia (LEWENZA et al., 1999; LUVISOTTO, 2008); G.
diazotrophicus (LOGESHWARAN et al., 2009); Bacillus sp. (CHAIHARN et al., 2009)
e Pseudomonas sp (CARRILLO-CASTANEDA et al., 2002); Chaiharn et al., 2009;
Saranraj et al. 2013; KAMRAN et al., 2017); Rhizobium (CARRILLO-CASTANEDA et
al., 2002); Kosakonia oryzae (KAMRAN et al., 2017).

Numa analise geral, podemos inferir que os resultados do presente trabalho
mostram que ha diferencas entre os isolados quanto a capacidade de produzir sideroforos,
0 que deve ser levado em consideracéo na selecé@o de estirpes para os testes de promogéo
de crescimento de plantas.

3.3.3.Determinacéo da atividade celulolitica

A capacidade celulolitica das estirpes bacterianas isoladas de gendtipos de
Brachiaria spp. foi demonstrada por meio do halo claro ao redor das coldnias
correspondente a zona de hidrolise da celulose, demonstrando que 0 microrganismo
produz enzimas celuloliticas. Estes halos podem ser classificados como representando
baixa, média e alta atividade de acordo com Dantur e colaboradores (2015) (FIGURA
14).

i *
X L

Figura 14. Determinacdo da atividade celulolitica das estirpes obtidas de genétipos de Brachiaria. As
bactérias foram inoculadas em placas de meio CMC, contendo 0,2% de carboximetilcelulose (A) isolado
sem capacidade de degradacdo; (B) isolado com capacidade baixa de degradacdo; (C) isolado com
capacidade média; e (D) isolado com capacidade alta de degradacéo de celulose in vitro

Das 222 estirpes testadas, setenta e duas (32,43%) apresentaram capacidade
celulolitica, incluindo representantes dos géneros Azospirillum (41), Nitrospirillum (10),
Bacillus (6), Pseudomonas (5), Rizhobium (3), Stenotrophomonas (3), Paraburkholderia
(2), Ochrobactrum (1) e Bosea (1) (TABELA 6).

A estirpe NRBO11 (Azospirillum formosense) apresentou a maior capacidade de
atividade celulolitica com um indice celulolitico (1.C.) igual a 6,8, conforme observado
pelo seu maior halo (Figura 9), seguida das estirpes NRB033 (Azospirillum lipoferum) e
NRB214 (Azospirillum formosense), que apresentaram um 1.C de 4,92 e 4,62,
respectivamente. No entanto, somente a estirpe NRB011 apresentou um I.C. maior que o
controle positivo G. diazotrophicus PAL5 (5,397) (TABELA 6). As estirpes que
apresentaram os menores indices de degradacdo de celulose foram a NRB027 (1,04),
NRO032 (1,06) e NRBO008 (1,06), sendo a primeira pertencente ao género Azospirillum e
as demais do género Stenotrophomonas.

De acordo com a classificagdo de atividade celulolitica descrita por Dantur et al.,
(2015), foi observado que das 41 estirpes do genéro Azospirillum, uma possui alta
atividade (1.C. > 6,1), 15 apresentaram atividade mediana (1.C. 2,1-6,0) e 25 tiveram baixa
capacidade celulolitica (I.C. < 2,0), sendo que, somente neste género foi identificada uma
estirpe com alta capacidade de degradar celulose (TABELA 6). O género Nitrospirillum
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apresentou 7 estirpes com média capacidade celulolitica e 3 com baixa, sendo observado
uma variagdo do I.C. de 1,21 (NRB041) a 3,88 (NRB061).

Tabela 0-6. Avaliacdo in vitro da capacidade celulolitica de bactérias diazotroficas
obtidas de genotipos de Brachiaria.

Isolado I.CWD Isolado .c. Isolado .C.)
NRB001 1,09 NRB038 1,31 NRB114 3,6
NRB002 1,15 NRB041 1,21 NRB122 1,27
NRB003 4,03 NRB042 3,42 NRB124 3,3
NRB004 1,25 NRB046 3,44 NRB130 3,16
NRB005 1,24 NRB047 3,32 NRB133 1,4
NRB008 1,06 NRB049 3,81 NRB156 1,69
NRB009 4,83 NRB061 3,88 NRB167 2,99
NRB010 1,46 NRB068 2,1 NRB178 2,58
NRB011 6,8 NRB071 1,62 NRB185 1,82
NRB015 4,52 NRB076 1,55 NRB189 2,46
NRB017 1,57 NRBO077 1,4 NRB194 1,87
NRB018 1,62 NRB080 1,29 NRB196 1,41
NRB019 1,14 NRB085 3,87 NRB199 1,86
NRB021 1,77 NRB088 3,16 NRB200 3,49
NRB022 1,13 NRB089 1,72 NRB202 3,3
NRB024 1,85 NRB090 1,16 NRB208 1,87
NRB025 2,75 NRB091 1,25 NRB209 2,22
NRB027 1,04 NRB092 1,21 NRB212 4,14
NRB028 1,08 NRB094 1,37 NRB213 1,64
NRB030 1,75 NRB096 4,31 NRB214 4,62
NRB032 1,06 NRB098 1,61 NRB224 1,35
NRB033 4,92 NRB099 1,33 NRB227 3,09
NRB035 1,07 NRB103 3,82 PAL 5@ 5,4
NRB036 3,82 NRB108 3,73
NRB037 2,58 NRB109 3,44

Mindice celulolitico (1.C.) — calculado pela relagio do diametro do halo dividido pelo diametro da coldnia.
@Gluconacetobacter diazotrophicus, utilizada como controle positivo no teste de atividade celulolitica in
vitro, quando o meio de cultivo utilizado for o LGI.

Corroborando com o presente estudo, Mehdipour-Moghaddam et al. (2010) ao
avaliarem a capacidade celulolitica em isolados de Azospirillum de cultivares de arroz e
trigo, observaram uma atividade maxima de 1,32 u/ml apds 5 dias de crescimento em
meio contendo CMC e de 1,88 u/ml quando cultivado em meio contendo celulose.
Wisniewski-Dye et al. (2011) ao avaliarem a atividade enzimatica de celulase das
espécies A. brasilense Sp245, Azospirillum lipoferum 4B e Azospirillum sp. B510,
observaram gque somente a primeira apresentou esta capacidade. Mostajeran et al. (2007)
observaram que a inoculacdo de Azospirillum brasilense intensificou a atividade de
celulase nas raizes de cultivares de trigo em relacdo ao controle, concluindo assim, a
presenca da capacidade celulolitica desta espécie. Apesar de ter sido observado a
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capacidade de degradar celulose em estirpes de N. amazonense, ndo ha relato na literatura
sobre esta capacidade no género Nitrospirillum. No estudo realizado por Elbeltagy et al.
(2000) em isolados de arroz, ndo foi observado a atividade celulase na estirpe de N.
amazonense.

A capacidade em degradar celulose pelas estirpes de Bacillus variou de 1,08 a
4,31, sendo o menor valor na estirpe NRB028 e o maior na NRB096. J& nos géneros
Pseudomonas e Stenotrophomonas a variacdo observada foi de 1,37 a 4,52 e 1,06 a 2,1,
respectivamente (TABELA 6). Nestes trés géneros foi observado estirpes tanto com baixa
e média capacidade celulolitica de acordo com a classificacdo de Dantur e colaboradores
(2015). As duas estirpes de Paraburkholderia com atividade celulolitica, NRB124 e
NRB189, apresentaram um médio I.C. enquanto que a estirpe Ochrobactrum anthropi
NRB196 apresentou um baixo I.C. (TABELA 6).

Segundo Cho et al. (2007) e Reetha et al. (2014) bactérias endofiticas dos géneros
Bacillus e Pseudomonas, possuem atividade celulolitica além de outras atividades
enzimaticas, sendo este um indicativo de que bactérias endofiticas sdo capazes de
colonizar tecidos internos de plantas devido suas atividades enzimaticas. Prakamhang et
al. (2009) e Verma et al. (2001) em seus estudos com bactérias diazotroficas endofiticas
em milho e em arroz, respectivamente, também observaram a capacidade celulolitica de
algumas estirpes de Pseudomonas.

Diversas espécies de Bacillus sdo conhecidas por apresentarem atividade celulase,
como por exemplo o B. cereus (THAYER E DAVID, 1978), B. subtilis (ROBSON E
CHAMBLISS, 1984), e Bacillus sp. KSM-330 (OZAKI E ITO, 1991). Ladeira et al.
(2015) observaram que um isolado de Bacillus sp. produziu celulase em meio liquido na
presenca de bagaco de cana-de-acucar e em liquido proveniente da maceracao de milho.
Acharya e Chaudhary (2012) também mostrou a atividade celulolitica neste género apds
a incubacéo por 60 h na presenca de trigo e palha de arroz. Correlacionando com o relato
anterior, Acharya et al. (2012) observaram que o isolado de B. subtilis apresentou a maior
capacidade celulolitica dentre os isolados avaliados apés 8 dias.

Das 72 estirpes bacterianas com capacidade de degradar celulose, 35 estirpes
foram isoladas de B. decumbens, sendo que 2,86% apresentaram uma alta capacidade
celulolitica, 28,57% média e 68,57% baixa. A B. brizantha apresentou o segundo maior
namero de representantes com esta capacidade, seguida da B. humidicula. Somente a B.
ruzizienses nao teve representante com esta capacidade funcional (FIGURA 15).

Capacidade Celulolitica

3 B. arreca
1 = B. brizantha
B. decumbens
B. humidicula
35 = B. spp.

Figura 15. Quantidade de representantes bacterianos isolados de espécies de Brachiaria com capacidade
de degracdo de celulose
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Estirpes bacterianas que apresentam atividade celulolitica podem desempenhar
um papel muito importante na biosfera, por reciclar a celulose, que é o carboidrato mais
produzido pelas plantas (BEGUIN E ANBERT, 1993) e por acelerar a decomposicdo de
matéria organica presente no solo. Além disso, a atividade celulolitica dos isolados
bacterianos pode estar relacionada com a capacidade de penetracdo nas plantas,
apresentando assim um importante papel ecoldgico na interacédo com plantas (HUREK et
al., 1994).

As estirpes NRB011 e NRB214 de Azospirillum formosense e a estirpe NRB033
de Azospirillum lipoferum podem ser consideradas estirpes com potencial no controle de
Fusarium, Rhizoctonia, e Pythium, agentes causais da podridao do coleto em Brachiaria,
pois além de apresentarem os maiores indices de atividade celulolitica, também
apresentam a capacidade de produzir sider6foros. Sabe-se que bactérias que produzem
enzimas do tipo celulases e outras enzimas hidroliticas podem beneficiar seu hospedeiro
inibindo patdgenos fungicos, por meio da degradacdo das células da parede celular com
a acdo de enzimas tais como R-1,4 glicanases, levando a lise da parede celular e
consequentemente a morte deste patogeno (DOBBELAERE et al., 2003; STURZ et al.,
2000).

3.3.4.Produco de Acido Indol Acético (AIA)

E possivel observar a capacidade de producdo de AIA das bactérias por meio do
método de Salkowski, onde ha uma alteracdo da cor transparente para réseo do substrato
de ensaio quando este horménio é produzido, sendo que a variagdo dos tons de rosa é
devido a quantidade de AIA produzido (FIGURA 16).

Figura 16. Capacidade de producdo de indoles de estirpes isoladas de genétipos de Brachiaria em
microplaca 96 pogos com 150 pL do sobrenadante da cultura crescida em NFb modificado e 100 pL do
reagente de Salkowski. A cor rosa apresenta a producdo de AIA

Dentre as 222 estirpes testadas, somente 41 (18,47%) apresentaram a capacidade
de produzir indoles em meio de cultura suplementado com 100 pg mL™* de L-triptofano
e avaliado apds 72 horas de crescimento na presenca do indutor. Foi observado uma
producéo diferenciada de AlA—equivalente de 13,96 a 470,53 ug AIA mg™ de proteina
(TABELA 7). Das 41 estirpes com capacidade de producgédo de AlA, 48,78% e 29,27%
foram isoladas de raizes ndo desinfestadas e desinfestadas superficialmente, e 21, 95%
foram isoladas de solo rizosférico de Brachiaria spp. Os resultados sugerem uma
correlacdo significatitiva entre estirpes isoladas de raizes ndo desisfestadas e a producéao
de AIA, corroborando assim com o estudo realizado por Reis Junior et al. (2004) em
diferentes espécies de Brachiaria.
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Todas as estirpes que apresentaram a capacidade de producédo de indol foram
isoladas de meio NFb e foram observados representantes de diversos géneros, tais como
Azospirillum (19), Rizobium (8), Bacillus (5), Stenotrophomonas (6), Pseudomonas (2) e
Ochrobactrum (1).

As estirpes de Rhizobium pusense apresentaram uma variacdo de producdo de
indol de 47,49 a 470,53 ug AIA mg™ de proteina, sendo que a estirpe NRB023 apresentou
o maior valor de producdo AlA-equivalentepara esta especie (TABELA 7). Todas as
estirpes desta espécie com a capacidade de producgdo de AlA-equivalente foram isoladas
de B. decumbens, no entanto, a NRB023 foi isolada de raiz desinfestada do genotipo
D24/27, enquanto que a NRBO017 foi isolada de solo do genétipo D24/45. As demais
foram isoladas de raiz desinfestada e nao desinfestada do gendtipo X009.

Tabela 0-7. Avaliacdo in vitro da capacidade de producdo de indoles de bactérias
diazotroficas obtidas de gendétipos de Brachiaria.

Isolado Gendtipo de origem Amostra m g‘jgdgep’fg@ na

Sp245 * 376,05
NRBO006 B. decumbens cv X009 RND 261,58
NRBO009 B. decumbens cv X009 RND 195,94
NRBO010 B. decumbens cv X009 RND 47,49
NRBO012 B. decumbens cv X009 RD 202,38
NRBO013 B. decumbens cv D24/27 RND 159,23
NRBO017 B. decumbens cv D24/45 SR 154,97
NRBO022 B. decumbens cv D24/27 RND 162,66
NRB023 B. decumbens cv D24/27 RD 470,53
NRBO025 B. arrecta cv A2 SR 39,36
NRBO027 B. humidiculacv comum RND 69,39
NRB028 B. decumbens cv B001 SR 476,61
NRB029 B. decumbens cv D24/27 SR 378,08
NRBO030 B. decumbens cv X009 SR 311,17
NRB032 B. decumbens cv D24/45 RD 61,01
NRBO033 B. humidicula cv H31 RND 214,65
NRBO036 B. arrecta cv A2 RD 18,64
NRBO037 B. spp. cv Ipypora RD 364,03
NRBO066 B. decumbens cv X009 RD 277,00
NRBO067 B. decumbens cv X009 RND 53,68
NRB068 B. decumbens cv D24/27 RND 33,56
NRB069 B. humidicula cv H31 RD 113,28
NRBO074 B. brizantha cv Piata RND 247,59
NRBO75 B. decumbens cv 79-10 RND 53,42
NRBO078 B. decumbens cv D24/45 RD 75,68
NRBO081 B. brizantha cv Xaraés RND 74,21
NRBO085 B. humidicula cv comum RND 176,85
NRBO086 B. spp. cv Ipypora SR 139,78
NRBO087 B. spp cv Mulato Il RD 127,18
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NRBO088 B. spp. cv Ipypora RND 14,31

NRB089 B. humidicula cv H47 RND 170,71
NRB094 B. brizantha cv B140 RD 116,08
NRB097 B. ruzizienses cv R134 RD 349,83
NRB103 B. brizantha cv Paiaguas RND 50,21
NRB108 B. spp cv Mulato Il SR 123,05
NRB109 B. humidiculacv comum RND 163,64
NRB194 B. brizantha cv Marandu SR 137,91
NRB196 B. decumbens cv D24/2 RND 13,96
NRB197 B. brizantha cv Marandu RND 196,78
NRB201 B. decumbens cv D24/2 RD 97,93
NRB207 B. decumbens cv Basilisk SR 89,99
NRB216 B. decumbens cv 79-10 RND 46,18

Legenda: RND: Raiz ndo desinfestada superficialmente, RD: Raiz desinfestada superficialmente e SR:
Solo rizosférico
*Espécies pertencentes & Colecéo de Culturas da EMBRAPA — Agrobiologia, Seropédica, RJ.

As estirpes do género Bacillus apresentaram producdo diferenciada de AlA-
egivalente que variaram de 123,05 a 476,61 pg AIA mg™ de proteina (TABELA 7), sendo
que a estirpe NRB028 (B. aerius) apresentou o maior valor e a NRB108 (B. aryabhattai)
0 menor valor na producdo &cido-indol-3-acético. Também foi possivel observar uma
producdo diferenciada nas estirpes do género Azospirillum (14,31 a 364,03ug AIA mg*
de proteina), tendo a estirpe NRBO037 da espécie A. oryzae apresentado a maior producéo
e a espécie A. lipoferum estirpe NRB088 a menor producgdo (Tabela 7). Tais resultados
corroboram com o estudo realizado por Bergamaschi et al. (2007), que observou que 0s
isolados de Azospirillum sp. oriundos de cultivares de sorgo forrageiro apresentaram uma
variagdo na produgio de AIA de 1,64 a 10,7 ug AIA mg de proteina. Tal fato, também
foi observado nos trabalhos realizados por Roesch et al. (2007) e Santos et al. (2015),
onde isolados de Azospirillum oriundos de plantas de milho apresentaram uma variagao
de 3,51 a 246,49 e 1,234 a 15,649 pg AIA mg™? de proteina respectivamente. Pedraza et
al. (2004) em sua pesquisa com diferentes bactérias diazotroficas (Azospirillum
brasilense, A. lipoferum, Gluconacetobacter diazotrophicus, G. azotocaptans, G.
johannae e Pseudomonas stutzeri), observaram que todas as estirpes bacterianas
produziram AIA, mas as estirpes de Azospirillum apresentaram maiores valores, sendo,
A. brasilense UAP14 com o nivel mais alto (27,36 ug AIA mg de proteina™). No entanto,
os valores de producdo de acido-indol-3-acético em bactérias diazotréficas descritos por
esses autores sdo inferiores aos encontrados no presente estudo.

O B. aerius estirpe NRB028 foi 0 que produziu a maior quantidade de AlA, 476,61
ug AIA mg? de proteina, sendo esta estirpe isolada do solo rizosférico de B. decumbens
cv B0O01 em meio NFb semi-solido. Em seguida, aparecem a Rhizobium pusense estirpe
NRB023 (470,53 pg AIA mg™ de proteina) e B. aerius estirpe NRB029 (378,08 pg AIA
ug AIA mg? de proteina), sendo o primeiro isolado de raiz desinfestada e o segundo do
solo rizosférico de B. decumbens cv. D24/27. A menor produgdo de AlA foi observada
na espécie Ochrobactrum anthropi estirpe NRB196 (TABELA 7), obtida do solo
rizoférico de B. decumbens cv D24/2. Verma et al (2001) ao avaliarem a producgéo de
AIA em Ochrobactrum anthropi, também observaram uma baixa producdo de AIA
(0,193 pg AIA ug? de proteina), corroborando assim com o presente estudo. Nos
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trabalhos realizados por Cerigioli (2005), Meng et al. (2014) e Xu et al. (2015), foram
observados uma producdo de AIA de 18,59 pg mlt; 55,49 pg ml?; e 13,25 ug ml ™,
respectivamente, para esta espéecie bacteriana.

Também foi observado a producdo de AIA em estipes de Pseudomonas (NRB075
e NRB094) e Stenotrophomonas (NRB013, NRB032, NRB066, NRB068, NRB078 e
NRBO081). Estas estirpes foram isoladas de raizes desinfestadas ou ndo de Brachiaria
decumbens, com excecdo das estirpes NRB0O30 e NRB081 que foram isoladas de B.
brizantha. As estirpes NRB094 e NRBO66, isoladas de raizes desinfestadas, apresentaram
a maior producao de AIA nos géneros Psedomonas e Stenotrophomonas, respectivamente
(Tabela 7). Foi observado uma producio de 53,42 e 116,08 pg AIA ug? de proteina nas
estirpes de Pseudomonas engquanto que nas estirpes de Stenotrophomonas foi observado
uma variacédo de 35,56 a277,0 ug AIA g™ de proteina (Tabela 7). Apesar de haver relatos
na literatura da capacidade de producdo de acido-indol-3-acético em estirpes de
Pseudomonas (PEDRAZA et al., 2004; VIDEIRA et al., 2012; FERREIRA et al., 2014;
e PASSARI et al.,, 2016) e de Stenotrophomonas (SUCKSTORFF E BERG, 2003;
AMBAWADE E PATHADE, 2013), as estirpes do presente trabalho apresentaram uma
producdo superior deste fitohormonio em relacéo aos ja descritos.

Apesar de nenhuma estirpe de N. amazonense, deste estudo, ter apresentado a
capacidade de producdo AIA, Reis Junior et al. (2004) mencionam que, em testes
realizados com N. amazonense associadas a Brachiaria spp., a quantidade de AIA
produzida variou de 35 a 110 uM. Rodrigues et al. (2008) também descrevem, em
pesquisa realizada com estirpes de N. amazonense isoladas de plantas de arroz, uma
variabilidade entre estirpes de 0,06 a 2,02 uM mg de proteina™ na producéo de AIA. Tal
fato pode ser devido a quantidade de triptofano utilizada, podendo assim, ser necessario
maiores doses deste para que bactérias da espécie Nitrospirillum sejam capazes de
produzir &cido-indol-3-acético. A literatura relata que a producéao de AlA, via dependente
de triptofano, esta diretamente relacionada a disponibilidade do triptofano como
precursor (MALHOTRA E SRIVASTAVA, 2006; 2008; ONA, 2003).

De todas as espécies de Brachiaria avaliadas neste estudo foi possivel identificar
pelo menos um representante bacteriano com a capacidade de producdo de &cido
indolilacético (FIGURA 17). As espécies B. decumbens e B. brizanta apresentaram a
ocorréncia de etirpes com esta capacidade, 16 e 9 bactérias, respectivamente, em contraste
a especie B. arrecta que teve somente um representante.

Producéo de AIA

4 2 . arreca

. decumbens
. ruzizienses
16 . brizantha

. humidicula
. Spp.

W 0 W W W W

Figura 17. Quantidade de representantes bacterianos isolados espécies de Brachiria com capacidade de
producédo de AIA
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Tem-se verificado que o AlA produzido pelas bactérias que colonizam a rizosfera
é responsavel pela estimulacdo do crescimento e proliferacdo das raizes secundarias, ou
pela patogénese em diversas plantas. Muitos grupos microbianos, incluindo aqueles de
vida livre ou que vivem em associacdo com o tecido das plantas podem produzir AlA.
Glick (2012), em revisao, relata que alguns organismos pertencentes aos géneros
Gluconacetobacter,  Agrobacterium,  Azospirillum,  Bacillus,  Burkholderia,
Curtobacterium, Pantoea, Pseudomonas e Xanthomonas podem promover o crescimento
vegetal aumentando o comprimento das raizes e 0 nimero de pélos radiculares.

Shigenaga e Argueso (2016), em revisdo, relataram que as auxinas podem atuar
na sinalizacdo do processo de defesa da planta, assim como € j& conhecido para o acido
jasmonico e acido salicilico. Assim sendo, a utilizacdo de bactérias diazotroficas que
apresentem a capacidade de sinteses de AIA na formulacdo de inoculantes, podem ter
papel importante no controle de doencas (KAZAN E MANNERS 2009; TIAN et al.,
2017), além de estimular a germinacéo das sementes e promover o crescimento das raizes
secundarias.

O resultado sumarizado das caracteristicas funcionais das estirpes estudadas tais
como capacidade de solubilizacdo de fosfato inorganico e 6xido de zinco, producdo de
siderdforos, atividade celulolitica, capacidade de producéo de indoles, e presenca do gene
nifH esta apresentado na tabela 8. Com base na avaliacdo das caracteristicas funcionais
das estirpes bacterianas estudadas pode-se observar que 39% foram capazes de solubilizar
fosfato inorganico, 9% solubilizam oOxido de zinco, 84% produzem sideréforos, 32%
possuem atividade celulolitica, 18% sdo capazes de produzir indoles e 85% apresentaram
o fragmento do gene nifH do tamanho esperado. Apenas as estirpes NRB085 (A.
lipoferum) e NRBO088 (A. lipoferum) possuem todas as caracteristicas funcionais
avaliadas. Por outro lado, 12 estirpes (NRB009, NRB025, NRB027, NRB032, NRB074,
NRBO078, NRB081, NRB086, NRB103, NRB109, NRB208 e NRB214) apresentam cinco
das seis caracteristicas funcionais avaliadas enquanto que 95 estirpes bacterianas possuem
pelo menos trés caracteristicas funcionais. Os demais isolados apresentam duas
caracteristicas funcionais, exceto os isolados NRB007, NRB013, NRB014, NRB036B,
NRBO050, NRBO052, NRBO055, NRB058, NRB059, NRB072, NRB131, NRB138§,
NRB143, NRB152, NRB168, NRB176 e NRB225 que apresentaram somente uma
capacidade funcional. Em contraste as estirpes NRB093, NRB218 e NRB219 néo
apresentaram nenhuma das capacidades funcionais avaliadas.

67



Tabela 0-8. Capacidades funcionais das estirpes isoladas dos vinte genotipos de Brachiaria do Banco de Germoplasma da Embrapa

Gado de Corte.
Estitpe  Siderdforos Fosfato Zinco Celulase Indols nifH  Estitpe  Siderdforos Fosfato Zinco Celulase Indols nifH
NRBO001 + - - + - + NRB113 + - - - - +
NRBO002 + - - + - + NRB114 + - - + - -
NRBO003 + - - + - + NRB115 + + - - - +
NRBO004 + + - + - + NRB116 + - - - - +
NRBO005 + - - + - + NRB119 + - - - - +
NRBO006 + + - - + - NRB120 + - - - - +
NRBO007 + - - - - - NRB121 + - - - - +
NRBO008 + + - + - + NRB122 + - - + - +
NRBO009 + + - + + + NRB123 + - - - - +
NRBO010 + + - + + - NRB124 + + - + - +
NRBO011 + - + + - + NRB125 + - - - - +
NRB012 + - - - + + NRB126 + - - - - +
NRBO013 - - - - + - NRB127 + - - - - +
NRBO014 - - - - - + NRB128 + - - - - +
NRBO015 + - - + + NRB129 + - - - - +
NRBO016 + - - - - + NRB130 + - - + - +
NRBO017 + - - + + - NRB131 - - - - - +
NRBO018 + + - + - + NRB132 + - - - - +
NRBO019 + + - + - + NRB133 + - - + - -
NRB020 + + - - - + NRB134 + - - - - +
NRB021 + - - + - - NRB135 + - - - - +
NRB022 - - - + + + NRB137 - + - - - +
NRB023 + - - - + + NRB138 - - - - - +



NRB024
NRB025
NRBO026
NRBO27
NRB028
NRB029
NRB030
NRB031
NRB032
NRBO033
NRBO034
NRBO035
NRB036 A
NRBO036 B
NRB037
NRB038
NRBO039
NRB040
NRBO041
NRBO042
NRB043
NRBO044
NRB045
NRB046
NRBO047
NRB048

v+

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

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

=+

+ +

+ + + + + + +

+ +

+ + + +

+ +

+ + + +

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

NRB139
NRB140
NRB141
NRB142
NRB143
NRB144 A
NRB144 B
NRB145
NRB146
NRB147
NRB148
NRB149
NRB150
NRB151
NRB152
NRB153
NRB154
NRB155
NRB156
NRB157
NRB158
NRB159
NRB160
NRB161
NRB162
NRB163

+ + + +

+

+ + + + + + +

+ +

+ + 4+ + + 4+ + 4+ + ++ + A+ + A+ ++ A+ + o+ 4+
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NRBO049
NRBO050
NRBO51
NRB052
NRBO053
NRBO054
NRBO055
NRB058
NRBO059
NRBO60
NRBO061
NRBO062A
NRB062B
NRBO063
NRBO064
NRBO065
NRBO066
NRBO67
NRBO068
NRBO69A
NRB069B
NRBO070
NRBO71
NRBO072
NRBO73A
NRB073B

+ + + + + + +

+ + + + + + + + +

+ + + + + +

+ +

+ +

NRB166
NRB167
NRB168
NRB169
NRB170
NRB171
NRB172
NRB173
NRB174
NRB175
NRB176
NRB177
NRB178
NRB179
NRB180
NRB181
NRB182
NRB183
NRB184
NRB185
NRB186
NRB187
NRB188
NRB189
NRB190
NRB192

+ +

+ + + + + + +

+ + +

+ + + + + + + + + + +

+ + 4+ + + 4+ + 4+ + ++ + A+ + A+ ++ A+ + o+ 4+
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NRBO74
NRBO75
NRBO76
NRBO77
NRBO78
NRBO79
NRB080
NRB081
NRB082
NRB084
NRBO085
NRBO086
NRB087
NRBO088
NRB089
NRB090
NRBO091
NRB092
NRBO093
NRB094
NRB095
NRBO096
NRB097
NRB098
NRB099
NRB100

+ + + + + + + + + + + + + + + + +

+ + +

=+

+ + + + + + + 4

+ + +

+ + +

+

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

+

+ + + + +

NRB193
NRB194
NRB195
NRB196
NRB197
NRB198
NRB199
NRB200
NRB201
NRB202
NRB203
NRB204
NRB205
NRB206
NRB207
NRB208
NRB209
NRB210
NRB211
NRB212
NRB213
NRB214
NRB215
NRB216
NRB217
NRB218

+ + + + + + + + + + + + + + + +

+ +

+ + + 4+ + 4+ + + + + 4+ + 4+ + + A+ + 4+ ++ A+ + ++
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NRB101
NRB102
NRB103
NRB104
NRB105
NRB106
NRB107
NRB108
NRB109
NRB111

+ + + + + + + + +

+

+ + + + + + + +

+ +

+ +

+ +

+ +

+
+

NRB219
NRB220
NRB221
NRB222
NRB224
NRB225
NRB226
NRB227
NRB228
NRB230

+ + + 4+ + + + +

Simbolo: (+) positivo e (-) negativo para a caracteristica funcional
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4., CONCLUSAO

Com a utilizacdo de meios de cultivos livres de N, foi possivel isolar 222 estirpes
bacterianas associativas e endofiticas de diferentes genétipos de Brachiaria.

A quantidade de bactérias diazotréficas presentes no solo da rizosfera e nas raizes
das plantas diferiu conforme o gendtipo vegetal, a amostra utilizada e 0 meio de cultura
utilizado para isolamento.

O tamanho da populacdo de bactérias diazotroficas viaveis, colonizando os 20
gendtipos em estudo, variou de 102 a 10® bactérias por grama de amostra.

A comunidade diazotréfica apresentou uma grande diversidade de géneros,
predominantemente dos géneros Azospirillum, Nitrospirillum e Bacillus.

O sequenciamento do gene 16S rRNA confirmou a presenca do género
Nitrospirillum e de diversas espécies pertencentes ao genero Azospirillum, além de
revelar a presenca de Paraburkolderia silvatlantica, Paraburkolderia tropica,
Phytobacter diazotrophicus, Gluconacetobacter diazotrophicus, Herbaspirillum
seropedicae, Bacillus spp., Pseudomonas spp., e Stenotrophomonas spp nos genotipos de
Brachiaria.

As analises filogenéticas evidenciaram uma diversidade intragénica entre as
estirpes de Azospirillum assim como de Nitrospirillum.

Das 222 estirpes bacterianas isoladas, 39,2% apresentaram a capacidade de
solubilizar fosfato inorgéanico e 9,5% de oxido de Zn, 32,4% apresentaram capacidade
celulolitica, 84,2% produziram sideréforos, 18,5% produziram compostos indélicos em
testes realizados em condicOes in vitro e a presenca do gene nifH foi observada em
85,14% das estirpes.

As estirpes de A. lipoferum NRBO085 e NRBO088, oriundas da B. humidicula
comum e B. spp. Ipypord, respectivamente, apresentaram 0 maior numero de atividades
funcionais in vitro, sendo capaz de solubilizar fosfato de calcio e 6xido de zinco, produzir
sideroforos, possuir capacidade celulolitica, capacidade de produzir indoles, e presenca
do gene nifH.

Trinta e duas estirpes apresentaram caracteristicas funcionais contrastantes e desse
modo foram selecionadas para testes de avaliacdo de efeito de promogéo de crescimento
de plantas em casa de vegetacao.
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CAPITULO I

RESPOSTA DE GENOTIPOS DE BRACHIARIA A INOCULACAO
DE BACTERIAS DIAZOTROFICAS COM ATIVIDADES
FUNCIONAIS CONTRASTANTES
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RESUMO

A utilizagdo da tecnologia de inoculagdo com bactérias diazotréficas promotora de
crescimento vegetal destaca-se como uma alternativa sustentavel na reducéo da aplicacédo
de N em pastagens, apresentando potencial para a reducdo dos niveis de degradacdo. O
objetivo do trabalho foi avaliar os efeitos da inoculacdo de 32 bactérias diazotroficas,
selecionadas previamente de acordo com suas capacidades funcionais contrastantes,
associadas a doze gendtipos de Brachiaria. O experimento foi realizado em casa de
vegetacdo, na Embrapa Agrobiologia, Seropédica, RJ. O delineamento experimental foi
de blocos ao acaso no modelo de parcelas subdivididas com 120 tratamentos, trés
repeticdes, totalizando 360 parcelas experimentais, e cada parcela com 7 plantas. Cada
gendtipo de Brachiaria foi avaliado em dez tratamentos, sendo: oito estirpes, um controle
sem nitrogénio e um controle nitrogenado (100 kg de N.hat). Foram realizados trés cortes
da parte aérea das plantas, com intervalos de 60 dias apds o plantio (DAP), 120 DAP e
180 DAP, respectivamente. Os resultados obtidos mostraram que os doze genétipos de
Brachiaria responderam de forma diferenciada a inoculacdo das estirpes. A estirpe
NRBO085 proporcionou 0 maior acimulo de N na planta nos genétipos Ipypord e H47 em
relacdo aos demais tratamentos inoculados. Por outro lado, as estirpes NRB214 e Sp245
promoveram o melhor desenvolvimento dos genodtipos Mulato Il e Basilisk,
respectivamente. No geral, o tratamento nitrogenado apresentou 0os maiores acimulos de
massa seca e N na planta em todos os genotipos, com excecdo do Tupi. Neste genétipo,
a inoculacao com as estirpes NRB046 e NRB096 apresentaram os maiores acimulos de
massa seca e N na planta, respectivamente. Dentre os tratamentos inoculados, os
resultados obtidos mostraram que foram observadas diferencas estatisticas significativas
a 0,1% em relacdo ao controle absoluto na producdo de biomassa e no acumulo de N da
planta nos doze gendtipos de Brachiaria. Foi observado uma aparente especificidade da
bactéria vs planta para 0s genotipos Xaraés, Paiaguds, Marandu, Tupi e Humidicula
comum. Um actimulo de até 76,9% na massa seca da planta e de até 54,3% no teor de N
da planta superior ao tratamento controle absoluto foi observado para algumas estirpes
indicando assim potencial biotecnoldgico. Os resultados sugerem que a utilizacdo dessas
bactérias como inoculantes pode ser uma alternativa natural na reducdo do uso do
fertilizante nitrogenado e consequentemente na diminuicdo dos custos de producdo em
pastagens.

PALAVRAS-CHAVE: Inoculacéo, pastagens, selecdo de estirpes, biomassa, N total

85



ABSTRACT

The use of plant growth promoting diazotrophic bacteria stands out as a sustainable
alternative in reducing the application of N in pastures therefore presenting potential for
reduction of degradation levels. The objective of this work was to evaluate the effects of
32 diazotrophic bacteria, previously selected according to their functional abilities, in
association with twelve Brachiaria genotypes. The experiment was carried out under
greenhouse conditions at Embrapa Agrobiologia, Seropédica, RJ. The experimental
design was a randomized complete block design with 120 treatments, with three
replications, totalizing 360 experimental plots, and each plot with 7 plants. Each
Brachiaria genotype was composed of ten treatments: eight strains, one control without
nitrogen and nitrogen (100 kg of N.ha). The shoots were harvested at intervals of 60
days (60 DAP, 120 DAP and 180 DAP). The results showed that the 12 Brachiaria
genotypes differed in their response to strain inoculation of. The strain NRB085 provided
the greatest accumulation of N in the plant in genotypes Ipypora and H47 in relation to
the other inoculated treatments. On the other hand, the strains NRB214 and Sp245
promoted the best development of the Mulato 11 and Basilisk genotypes, respectively. In
general, nitrogen fertilizer treatment showed the highest accumulation of dry mass and N
in the plant of all genotypes, except the Tupi. In this genotype, inoculation with strains
NRBO046 and NRB096 showed the highest accumulation of dry mass and N in the plant,
respectively. Among the inoculated treatments, the results showed a statistically
significant differences at 0.1% in relation to the absolute control in the biomass
production and accumulation of N in the plant of the twelve genotypes of Brachiaria. An
apparent specificity of bacterium vs plant was observed for the genotypes Xaraés,
Paiaguas, Marandu, Tupi and Humidicula common. An accumulation of up to 76.9% in
the plant dry mass and up to 54.3% in the N content of the plant superior to the absolute
control treatment was observed for some strains indicating their biotechnological
potential. The results suggest that the use of these bacteria as inoculants may be a natural
alternative in reducing the use of nitrogen fertilizer and consequently the reducing costs
of the pastures.

KEY WORDS: Inoculation, pasture, strain selection, biomass, total N
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1 - INTRODUCAO

As forrageiras sdo de grande importancia para a bovinocultura brasileira de corte
e de leite (LIMA E DEMINICES, 2008) onde cerca de 260 milhdes de ha sdo ocupados
por pastagens nativas e cultivadas (ABIEC, 2018). As pastagens sdo ocupadas
principalmente com gramineas do género Brachiaria, devido a sua elevada
adaptabilidade e tolerancia as condicdes de solos acidos e de baixa fertilidade, aliada ao
seu valor forrageiro (BODDEY et al., 2006). A maior evidéncia da importancia das
forrageiras é o fato de o Brasil possuir o0 maior rebanho bovino comercial com 220
milhGes de cabecas (ABIEC, 2018; USDA, 2018, no entando segundo o IBGE (2018) o
tamanho do rebanho bovino brasileiro € de 170 milhes de cabegas. O Brasil é o maior
produtor e exportador de carne (ABIEC, 2018) e o quinto maior produtor de leite (USDA,
2017).

A implementacdo do género Brachiaria como forragem representa um marco na
pecuaria nacional pela ocupacédo de grandes areas do Cerrado na regido central do Brasil
onde as cultivares da graminea Panicum maximum Jacq. apresentavam declinio na
produtividade em funcdo da baixa fertilidade natural do solo e manejo inadequado
(FAGUNDES et al., 2006). O uso de espécies e/ou cultivares foi proporcionada por suas
caracteristicas desejaveis e favoraveis como forragem, por isso, a supremacia do género
Brachiaria nos sistemas de producdo animal em pastagem ainda pode se estender por
muito tempo, tendo-se em vista a extensao das areas cultivadas e o fato do programa de
selecdo e melhoramento genético de forrageiras do Centro Nacional de Pesquisa Gado de
Corte (CNPGC) contemplarem com constancia este género.

Apesar de sua importancia na economia do pais, essa grande area coberta por
pastagens encontra-se em algum estadio de degradacgdo (DIAS-FILHO, 2011). Muitos sdo
os fatores que desencadeiam a degradacéo das pastagens, tais como: superlotacao; uso de
sementes de baixa qualidade; preparo de solo e técnicas de semeadura imprdéprias; uso de
espécie ou cultivar inadequada; auséncia ou falta de praticas conservacionistas do solo;
falta de correcéo e adubacao na formacao e, falta de reposicédo de nutrientes pela adubacéo
de manutencdo. No entanto, o fator preponderante na degradacdo das pastagens € a
limitagdo de nitrogénio (OLIVEIRA et al., 1997), pois tem sido demonstrado que a
solucdo de apenas este problema pode elevar consideravelmente a producdo destas areas
(BODDEY et al., 2003).

As pastagens apresentam respostas positivas ao nitrogénio, no entanto o uso de
fertilizantes nitrogenados onera muito o custo de producgéo, e com a crescente demanda
por alimentos, se faz necessario o uso de alternativas sustentaveis, tal como a utilizagdo
de inoculacdo de sementes por bactérias diazotroficas (QUADROS et al., 2014;
HUNGRIA et al., 2016), pratica amplamente utilizada em leguminosas. Esta é uma
alternativa promissora, uma vez que esses microrganismos fixadores de nitrogénio
aumentam a disponibilidade de N para a planta, quebrando a ligacdo tripla do N2
atmosférico e tornando-o disponivel para as plantas. Esta pratica pode fornecer até 50%
do total de N acumulado para as plantas leguminosas em simbiose com rizobios
(PICCININ et al., 2013).

Em experimentos de inoculagdo de gramineas com Azospirillum, foi observado
uma grande variabilidade nos resultados para as culturas como trigo, arroz, milho e sorgo,
onde a média de incremento no rendimento das culturas foi em torno de 20-30% (Reis,
2007). De acordo com Bashan e Levanony (1990) aumentos em torno de 20%, atribuidos
a inoculacdo com diazotréficos endofiticos, sdo considerados comercialmente
significativos na agricultura.
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Alves et al. (2000) mostraram o ingresso total de N em pastagem de B.
humidicola, via o processo natural de FBN, de 84 e 56 kg N.ha, em taxas de lotagdo de
2 e 4 animais.ha®, respectivamente. Ja Silva e colaboradores (2010), ao avaliarem a FBN
em pastagem com diferentes intensidades de corte na Zona da Mata de Pernambuco,
constataram contribuicdo da FBN, por meio da populacéo nativa, em torno de 10 a 42%
em pastagens formadas de B. humidicola, B. decumbens e Pennisetum purpureum.

Apesar dos ganhos apresentados, observa-se que os estudos de FBN ainda séo
incipientes para as gramineas do género Brachiaria, uma vez que ainda ndo se encontra
disponivel no mercado, estirpes aprovadas como inoculante para este género pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA).

No Brasil, esta sendo usado um inoculante misto, composto por duas estirpes de
A. brasilense (Ab-V5 e Ab-V6). Inicialmente foi testadoem milho e trigo (Hungria et al
2010) e devido aos seus resultados promissores, foi langado comercialmente com o nome
inoculante AzoTotal em 2011. Mais recentemente, estudos com a inoculagéo destas
estirpes em associacdo com doses de fertilizante nitrogenado em milho (CUNHA et
al.,2014; COSTA et al., 2015), arroz (RODRIGUES et al., 2015; GARCIA et al., 2016),
e Brachiaria (FERNANDES, 2016; HUNGRIA et al., 2016) mostraram incrementos
significativos na produtividade de milho e arroz, e um aumento na producdo de forragem
em Brachiaria spp. em relacéo ao tratamento controle.

Estudos visando selecionar estirpes com potencial em fixar nitrogénio,
demonstram um importante aspecto sobre a necessidade desse processo ser constante,
sendo necessario isolar um grande numero de bactérias para que, através de processos de
selecao especifico, sejam obtidas estirpes com maior potencial de fixacéo de nitrogénio,
gerando assim, maiores ganhos de produtividade na cultura de interesse (YATES et al.,
2004; SILVA et al., 2007).

Um dos motivos que contribuem para complexidade das respostas a inoculacao é
a interacdo do gendtipo da planta e a estirpe inoculada (SALA et al., 2007). Em muitos
casos, a auséncia de resposta a inoculacdo tem sido devido ao uso de estirpes inadequadas
como ja observado em plantas leguminosas (DOBEREINER E DUQUE, 1980), pois
precisa haver compatibilidade entre as bactérias e a planta hospedeira.

Baldani e Dobereiner (1980) testaram a inoculacdo em trigo com diferentes
estirpes isoladas de trigo, milho e arroz, e concluiram que estirpes isoladas da propria
espécie vegetal (homologas) foram mais eficientes do que as isoladas de plantas de outras
espécies (heterdlogas). Baldani et al. (1983), também observaram uma resposta positiva
de plantas de trigo inoculadas com bactérias isoladas da prépria cultura e auséncia de
resposta, quando utilizaram estirpes isoladas de milho. Sendo assim, estudar e inocular
bactérias homdélogas em condigdes de casa de vegetacdo permitem uma maior
compreensdo das diversas interacdes que possam ocorrer para 0 desenvolvimento da
tecnologia de inoculantes, como ja foi observado para as culturas da soja e do arroz
(NGUYEN et al., 2003).

Um imenso avancgo foi realizado na pesquisa com bactérias diazotrdficas para
inoculagdo em gramineas, sendo observado resultados cada vez mais promissores.
Contudo, ainda ha muito o que se estudar, desde a interacdo desses microrganismos com
as plantas hospedeiras até a adocdo dessa tecnologia pelos agricultores (SILVEIRA E
FREITAS, 2007). Neste sentido, a identificacdo de interagdes mais responsivas ao
processo de FBN que levem ao aumento de produtividade devera impactar positivamente
na sustentabilidade das pastagens.

Diante deste contexto, o presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito da
inoculacdo de diferentes estirpes diazotroficas (pré-selecionadas in vitro) em doze
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gendtipos de Brachiaria oriundos do Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Gado de
Corte, através das analises de parametros de crescimento avaliados em experimento
conduzido em casa de vegetacdo. O estudo teve como objetivo final selecionar interacdes
benéficas entre bactérias diazotroficas e gendtipos de Brachiaria spp. para estudos de
inoculacdo em condic¢des de campo, buscando a inser¢do da FBN no melhoramento de
pastagens.
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2 - MATEIAL E METODOS

2.1 - Selecdo de associacOes eficientes entre estirpes com diferentes atividades
funcionais e gendétipos de Brachiaria em casa de vegetacédo (Experimento 1)

2.1.1 - Localizagdo do experimento

O experimento foi instalado em casa de vegetagdo na Embrapa Agrobiologia,
Seropédica — RJ em abril de 2017 e foi conduzido até novembro de 2017 (FIGURA 1).
Foram selecionados 12 genotipos de Brachiaria, sendo: B. brizantha: cv. Marandu, BRS
Piatd, Xaraés, BRS Paiaguéds, B140; B. decumbens: cv. Basilisk; B. humidicola: comum,
BRS Tupi, H47, Llanero; B. ssp.: cv. Mulato Il e H331-Ipypord. Os parametros de
crescimento definidos em resposta a inoculagdo com a estirpe A. brasilense Sp245 foram
utilizados com base nos estudos realizados por Gomes (2017) em casa de vegetagdo. As
cultivares foram testadas contra 32 estirpes isoladas de diferente cultivares de Brachiaria,
visando selecionar pelo menos 4 interacdes estirpe vs cultivar eficientes para serem
novamente avaliados em condi¢des de campo contra as estirpes mais eficientes com o
objetivo de selecionar as melhores combinagdes genotipos/estirpes.

Figura 1. Vista geral do expériménto de genotipos de Brachiaria inoculadas com bactérias diazotréficas e
cultivadas em casa de vegetacdo (60 dias ap6s o plantio).

2.1.2. Descricéo do solo utilizado e adubagéo

O solo utilizado neste experimento foi caracterizado como Planossolo com as seguintes
caracteristicas: pH 5,37, teores de P de 16 mg.L ™, K de 89,70 mg.L™, Ca de 2,89 mmolc
dm3, Mg de 1,18 mmolc dm. A analise foi realizada no Laboratério de Quimica Agricola
da Embrapa Agrobiologia, onde os procedimentos sdo baseados no Manual de
Laboratorios: Solo, Agua, Nutricio Animal e Alimentos - Embrapa (NOGUEIRA E
SOUZA, 2005). De acordo com a anélise quimica do solo foram aplicados o equivalente
a 114,46 Kg de P,0s.ha?, 23 Kg de K2SOs.ha™ e 15,38 Kg de FTEBR12.ha™.

2.1.3 - Delineamento experimental

O delineamento experimental foi em parcelas subdivididas com 120 tratamentos,
com trés repeticdes, totalizando 360 parcelas experimentais, e cada parcela com 7 plantas.
Cada gendtipo de Brachiaria foi avaliado em dez tratamentos (TABELA 1): oito
inoculados, um controle absoluto (sem nitrogénio) e um controle nitrogenado (100 kg de
N.hal). O controle nitrogenado teve sua dosagem total fracionada, sendo aplicada na
forma de uréia em trés épocas. A primeira adubacdo foi realizada 30 dias apos a
semeaduara (30 kg de N.hal), a segunda apds o primeiro corte (30 kg de N.ha) e a
terceira apds o segundo corte (40 kg de N.hal), totalizando a dosagem de 100 kg de N.ha
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1. Os tratamentos com inoculacdo nas sementes foram realizados conforme descrito a
sequir:

Sp245 — estirpe padrio

3 fixos NRB85 — isolado considerado o mais promissor

(testado em todos

os cultivares) NRB214 — isolado obtido de Brachiaria decumbens D24/27

3 tratamentos foram com os 3 melhores isolados obtidos do proprio cultivar
5 variaveis *[

2 tratamentos foram com os 2 melhores isolados obtidos de um outro cultivar

As estirpes NRB085 (A. lipoferum) e NRB214 (A. formosense) foram selecionas
para serem testadas em todos os gendtipos em razdo do potencial em expressar diferentes
caracteristicas relacionadas a capacidade de promocéo do crescimento vegetal comparada
as demais estirpes avaliadas, enquanto que o uso da Sp245 (A. brasilense) foi devido aos
resultados promissores observados na inoculacdo desta estirpe em gendtipos de
Brachiaria no trabalho realizado por Gomes (2017). Para os tratamentos de inoculagdo
variaveis, cada estirpe foi avaliada em dois genotipos de Brachiaria.

A semeadura foi realizada no dia 25/04/2017 em caixas de plastico pretas de 15
dm? contendo 14 Kg de solo cada, divididas ao meio com uma placa de isopor de 2 cm
de espessura de modo que cada tratamento possuia 7 Kg de solos. Cada caixa foi
composta por dois tratamentos, um cultivar de Brachiaria e dois tratamentos (inoculado,
controle nitrogenado ou controle absoluto), cada um colocado em um lado do isopor, com
cinguenta sementes por parcela. Quinze dias apos a emergéncia, foi realizado o desbaste
mantendo-se sete plantas por parcela.

2.1.4 — Anélise estatistica

Os dados foram analisados no programa SAEG 8.0 quanto a sua normalidade
(teste de Lilliefors) e homogeneidade de variancia (teste de Cockran e Bartlet). Em
seguida, foram feitas analises de variancia e teste DMS (10%) para comparacdo das
médias, utilizando-se o programa SISVAR 5.0.

A significancia de 0,1 foi escolhida de acordo com o protocolo oficial para
avaliacdo da viabilidade e eficiéncia agrondmica de cepas, produtos e tecnologias
relacionada as bactérias associativas descrito pelo MAPA (2011).

2.1.5 - Material bioldgico utilizado — preparo do inoculante

As 32 estirpes foram multiplicadas em meio liquido DYGS sob agitacdo de 150
rpm a 30°C durante 24 horas em Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de meio.
Posteriormente ao crescimento uma aliquota de 15 mL de cultura bacteriana contendo 108
células.mL? foi aplicada em um saco contendo 35 g de turfa estéril, este entdo foi
misturado até se obter uma distribuicdo uniforme do inoculante. Os sacos de turfa
inoculados foram acondicionados em estufa a 30°C por 48 horas para a maturacdo do
inoculante. Apds esse periodo foi pesado 1 g de inoculante e misturado com 250 sementes
seguido de secagem a sombra e plantados em suas respectivas caixas no dia seguinte. As
combinagOes dos genotipos e estirpes (tratamentos) estdo listados na tabela 1 .
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Tabela 0-1. Matriz de gendtipos vs estirpes selecionadas para avaliacdo do efeito de inoculagdo no desenvolvimento das plantas em

experimento conduzido em casa-de-vegetacdo
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Foram realizados trés cortes da parte aérea das plantas, com intervalo de 60 dias.
O primeiro corte foi realizado 60 dias ap6s o plantio (DAP), a 5 cm do colo da planta, o
segundo corte também foi a 5 cm do solo apds 120 dias ap6s o plantio, e o terceiro corte
foi rente ao colo da planta, conforme descrito por Bonfim-Silva et al. (2007), apds 180
dias ap6s o plantio. Apds o terceiro corte, foi feito a coleta do sistema radicular para
avaliacdo do acumulo de biomassa e de nutrientes.

2.1.6. Variaveis de crescimento analisadas

As variaveis analisadas foram acumulo de massa seca da parte aérea e da raiz,
acumulo de N na parte aérea e raizes, acimulo de massa seca da planta, e acimulo de N
da planta dos 12 gendtipos de Brachiaria em estudo.

» AcUmulo de massa seca total da parte aérea foi obtido através do peso da
parte aérea de cada corte (60 DAP, 120 DAP e 180 DAP), em balanca
semianalitica, aps a permanéncia do material em estufa de circulacéo de
ar a 65°C por 72 horas, ou até atingir massa seca constante
(MALAVOLTA, 1997).

» N total acumulado da massa seca da parte aérea, de cada corte (60 DAP,
120 DAP e 180 DAP), foi obtido ap6s a moagem do material em moinho
tipo Willey, com peneiras de diametro de 1 mm, pelo método de Kjedahl
(NOGUEIRA E SOUZA, 2005) no Laboratério de Quimica Agricola da
Embrapa Agrobiologia. O acumulo de N total foi obtido pelo produto entre
a massa seca e o teor do N nutriente.

» Acumulo de massa seca da raiz foi avaliado somente apds o terceiro corte,
onde as raizes foram peneiradas em malha de 4 mm e lavadas. Todo o
material coletado foi seco em estufa de circulacdo de ar, a 65°C por 72
horas e posteriormente pesado em balan¢a semianalitica.

» N acumulado da massa seca da raiz (180 DAP), foi obtido ap6s a moagem
do material em moinho tipo Willey, com peneiras de diametro de 1 mm,
pelo método de Kjedahl (NOGUEIRA E SOUZA, 2005) no Laboratério
de Quimica Agricola da Embrapa Agrobiologia. O acimulo de N total foi
obtido pelo produto entre a massa seca e o teor do N nutriente.

» Acumulo de massa seca total planta foi obtido pela soma da massa seca da
parte aérea (soma dos trés cortes) com a massa seca da raiz.

» N total acumulado da planta foi obtido pela soma do N acumulado da parte
aérea (soma dos trés cortes) com o N acumulado da raiz.

2.2 - Selecdo de associacOes eficientes entre estirpes com diferentes atividades
funcionais e gendtipos de Brachiaria em casa de vegetacdo (Experimento Il —
Inoculacgéo por aspersao foliar)

Apbs a realizacdo do primeiro corte no experimento de casa de vegetacdo I, foi
observado um destaque para os gendtipos Marandu quando inoculada com a estirpe
NRB214 (A. formosense) e Basilisk quando inoculada com a estirpe NRB085 (A.
lipoferum) em relacdo ao acimulo de massa seca da parte aérea em relacdo aos demais
gendtipos em estudo. Desta forma, esses gendtipos foram selecionados para o
experimento de inoculagéo via aspersao foliar.

2.2.1 - Localizagéo do experimento
O experimento foi instalado em casa de vegetagdo na Embrapa Agrobiologia,
Seropédica—RJ em julho de 2017 e foi conduzido até mar¢o de 2018. Foram selecionados
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0S genotipos B. brizantha: cv. Marandu e B. decumbens: cv. Basilisk, conforme descrito
anteriormente.

2.2.2 - Descrigéo do solo utilizado e adubagéo
A caracterizacdo do solo e a adubacdo utilizada neste experimento foi igual ao do
Experimento 1.

2.2.3. Delineamento experimental

O delineamento experimental foi em blocos ao acaso com seis tratamentos, com
trés repeticdes, totalizando 18 parcelas experimentais, e cada parcela com sete plantas.
Cada genétipo de Brachiaria possuiu trés tratamentos, dois inoculados e um controle
absoluto (sem nitrogénio). No gendétipo Marandu foram usadas as estirpes Sp245 e
NRB214, e no gendtipo Basilisk as estirpes Sp245 e NRB085. O experimento foi
conduzido nas mesmas condigdes do experimento I.

Foram realizados trés cortes da parte aérea das plantas, com intervalo de 75 dias.
O primeiro corte foi realizado 75 dias ap6s o plantio (DAP), a 5 cm do colo da planta, o
segundo corte também foi a 5 cm do solo ap6s 150 DAP, e o terceiro corte foi rente ao
colo da planta, conforme descrito por Bonfim-Silva et al. (2007), apds 225 DAP.

O inoculante utilizado foi na forma liquida via asperséo foliar, sendo aplicado em
trés momentos do experimento. A primeira foi realizada ap6s 30 dias do plantio, a
segunda apds 15 dias do 1° corte e a terceira aplicacdo apds 15 dias do 2° corte.

2.2.4 — Andlise estatistica
A anélise estatistica utilizada neste experimento foi igual ao do Experimento |

2.2.5 - Material biol6gico utilizado — preparo do inoculante

As trés estirpes (NRB085, NRB214 e Sp245) foram multiplicadas em Erlenmeyer
de 250 mL contendo 50 mL de DYGS liquido sob agitacdo de 150 rpm a 30°C durante 24
horas. Posteriormente ao crescimento, uma aliquota de cultura bacteriana foi adicionada
a 90 mL de agua destilada, mantendo 10® células bacterianas mL™, tendo assim a
formulacdo do inoculante liquido. Apo6s o preparo do inoculante, 15 mL do mesmo foi
aplicado, via asperséo foliar, em suas respectivas caixas, obtendo assim os tratamentos.

2.2.6 - Variaveis de crescimento analisadas

As variaveis analisadas foram acimulo de massa fresca e seca da parte aérea e
acumulo de N na parte aérea, conforme descrito anteriormente
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3 - RESULTADOS

3.1. Selecdo de associacOes eficientes entre estirpes com atividades funcionais
contrastantes e genotipos de Brachiaria em experimento conduzido em casa de
vegetacao (Experimento | — inoculacéo de sementes)

3.1.1. Brachiaria brizantha

a) Xaraés

A andlise da massa seca total e N acumulado na planta do gendtipo Xaraés
mostrou que o tratamento nitrogenado diferiu significativamente dos demais tratamentos
com actmulos de 156g/vaso para massa seca e de 981 mg N/vaso para o nitrogénio. A
Unica excecdo foi tratamento inoculado com a estirpe NRB224 que ndo diferiu
estatisticamente do tratamento nitrogenado em relacdo ao acumulo de N na planta
(TABELA 2).

Tabela 2. Efeito da inoculacdo com bactérias diazotroficas associativas no acumulo de
Massa seca e N totalnos tecidos da planta de Brachiaria brizantha cv. Xaraés cultivada
em casa de vegetacao.

L . Massa seca Inc (%)* Ntotal Inc (%)**
Trat. Especie Origem
g/lvaso  Controle  mg/vaso Controle
C/IN - - 156 a 54,9 981 a 60,3
SP245 A.brasilense Het 921 d 0 660,9 de 8
S/N - - 100,7 bcd - 612 e -

NRB085  A.lipoferum Het 107,6 bcd 6,9 8165 bc 33,4
NRB214 A.formosense Het 116,1 bc 15,3 728,6 bcde 19,1
NRB041 N. amazonense Het 95,9 cd 0 692,8 bcde 13,2
NRB148 N. amazonense Het 101,6 bcd 0,9 687,7 cde 12,4
NRBO081 S. maltophilia Hom  108,1 bcd 7,3 774,9 bcd 26,6
NRB224  A. lipoferum Hom 1197 b 18,8 843 ab 37,8
NRB153 N.amazonense  Hom  111,8 bcd 11 771,4 bcd 26

CV (%) 13,11 14,2

Letras mindsculas iguais na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste DMS a 0,1 de
significancia

Dados de acimulo de biomassa e Nitrogénio referente aos 3 cortes realizados no periodo de abril a
novembro de 2017

Legenda: Trat.: Tratamentos; Het.: Espécies heter6loga; Hom.: Espécies homdlogas; Inc.: Incremento

* 0% de incremento da massa seca da planta calculado em relagéo ao controle absoluto

** 06 de incremento do Ntotal da planta calculado em relagdo ao controle absoluto

Os tratamentos inoculados com as estirpes NRB085 (816,5 mg/vaso), NRB081
(774,9 mg/vaso), NRB224 (843 mg/vaso) e NRB153 (771,4 mg/vaso) apresentaram
valores superiores para o N total acumulado nos tecidos em relacdo ao tratamento controle
absoluto (612 mg/vaso), sendo observado um ganho que variou de 26 a 37,8% no N total
da planta (TABELA 2). Apesar dos tratamentos inoculados com as estirpes Sp245,
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NRB214, NRB041 e NRB148 n&o diferirem estatisticamente do tratamento controle
absoluto em relagédo ao N total acumulado da planta, eles apresentaram valores superiores
de até 19,1% (TABELA 2).

Em relagdo a massa seca da planta nenhum tratamento inoculado diferiu
estatisticamente do controle absoluto, no entanto, todos os tratamentos inoculados, exceto
0s com as estirpes Sp245 e NRBO041, apresentaram rendimento de massa seca total
superiores (até 18,8%) ao tratamento controle.

As andlises individualizadas de acimulo de massas seca e N total da parte aérea e
raizes referentes aos cortes no genotipo Xaraés estdo apresentadas no anexo M. O
tratamento nitrogenado apresentou os maiores rendimentos no total da massa seca e do N
acumulado da planta. Porém, foi possivel observar que no primeiro corte (60 DAP), o
tratamento inoculado com a estirpe NRB081 (homdloga) apresentou um acumulo de
massa seca (16,3 g/vaso) e de N (395,4 mg N/vaso) da parte aérea superior ao tratamento
nitrogenado, 16,2 g/vaso e 368,6 mg N/vaso, respectivamente (ANEXO M). Tal fato ndo
foi observado nos demais cortes (120 e 180 DAP), no entando, no segundo corte 0s
tratamentos inoculados com as estirpes NRB085, NRB224 e NRB153 néo diferiram
estatisticamentedo tratamento com N tanto para a massa seca como para 0 N acumulado
da parte aérea da planta. Também néo foi observada diferenca estatistica significativa no
N acumulado da raiz entre os tratamentos inoculados com as estirpes NRB085, NRB214
e NRB041 com o tratamento nitrogenado. Entretanto, em relacdo a massa seca da raiz,
este efeito so6 foi observado no tratamento inoculado com a estirpe NRB214 (ANEXO
M).

b) Paiagués

Assim como o observado no capim Xaraes, o tratamento nitrogenado para o capim
Paiagués também apresentou os maiores rendimentos na massa seca (109,1 g/vaso) e no
Ntotal (792,9 mg N/vaso) da planta. Entretanto, 0 mesmo nao diferiu estatisticamente
dos tratamentos inoculados com as estirpes NRB214, NRB103, NRB043 e NRB045 em
relacdo ao N total acumulado nos tecidos das plantas do cv. Paiaguas (TABELA 3).

O tratamento inoculado que apresentou 0 maior acimulo de massa seca total da
planta foi a estirpe NRB043 (89,6 g/vaso) enquanto que para o Ntotal da planta foi o
tratamento inoculado com a estirpe NRB103 (745,4 mg N/vaso) (TABELA 3). Apesar de
ndo diferirem estatisticamente do tratamento controle absoluto, os tratamentos inoculados
com as estirpes NRB214, NRB103 e NRB043 apresentaram maiores acimulos de massa
seca total com valores superiores de até 8,5%. Ja para o N total acumulado, este fato so
foi observado para os tratamentos inoculados com as estirpes NRB043 e NRB103, onde
o0 acumulo foi 4,7% superior ao tratamento controle (TABELA 3).
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Tabela 3. Efeito da inoculacdo com bactérias diazotroficas associativas no acumulo de
Massa seca e N total nos tecidos da planta de Brachiaria brizantha cv. Paiagués
cultivada em casa de vegetacao

* Inc
Trat Espécie Origem Massa seca Inc (%) Ntotal (%)%
g/vaso Controle mg/vaso  Controle
CIN - - 109,1 a 32,1 7929 a 114
SP245 A. brasilense Het 80,5 bc 0 657,6 bc 0
S/N - - 82,6 bc - 711,7 abc -
NRBO085  A. lipoferum Het 79,7 bc 0 633,4 0
NRB214 A. formosense Het 83,7 bc 1,4  698,3 abc 0
NRBO037 A. oryzae Het 70,5 c 0 6243 ¢ 0
NRB103 A. melinis Hom 83,3 bc 0,8 7454 ab 4.7

NRBO043 P. diazotrophicus Hom 89,6 b 85  717,7 abc 0,8
NRB045 N. amazonense Hom 795 bc 0 704,3 abc 0
NRBO054 N. amazonense Hom 73,6 C 0 6251 ¢ 0

CV (%) 12,5 10,3

Letras mindsculas iguais na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste DMS & 0,1 de
significancia

Dados de acimulo de biomassa e Nitrogénio referente aos 3 cortes realizados no periodo de abril a
novembro de 2017

Legenda: Trat.: Tratamentos; Het.: Espécies heter6loga; Hom.: Espécies homdlogas; Inc.: Incremento

* 0% de incremento da massa seca da planta calculado em relagéo ao controle absoluto

** 05 de incremento do Ntotal da planta calculado em relagdo ao controle absoluto

As analises individualizadas de acimulo de massas seca e N total da parte aérea e
raizes referentes aos cortes no gendtipo Paiaguas estdo apresentadas no ANEXO N. A
avaliacdo separada de acumulo de massa seca da parte aérea e da raiz mostrou que 0s
tratamentos inoculados com as estirpes NRB214 (27,3 mg N/vaso), NRB043 (25,5 mg
N/vaso) e Sp245 (25,1 mg N/vaso) ndo diferiram estatisticamente do tratamento
nitrogenado (31,1 mg N/vaso) em relagdo a massa seca da raiz (ANEXO N). Jaem relacéo
a massa seca da parte aérea, foi observado que no corte realizado aos 60 DAP, o
tratamento inoculado com a estirpe NRB103 (homéloga) apresentou um acumulo de N
(401 mg N/vaso) superior ao tratamento nitrogenado (348,2 mg N/vaso). Nos demais
cortes, nenhum tratamento inoculado apresentou valores superiores de massa seca e N
acumulado da parte aérea em relacdo ao tratamento nitrogenado. No entanto, os
tratamentos com as estirpes NRB085, NRB103 e NRB043 ndo diferiram estatisticamente
do tratamento com N tanto para a massa seca como para 0 N acumulado da parte aérea da
planta no corte realizado aos 120 DAP (ANEXO N).

c) Piatad

A andlise dos dados do gendtipo Piatd mostrou que o tratamento nitrogenado
diferiu estatisticamente dos demais tratamentos e acumulou os maiores rendimentos tanto
na massa seca total (122,8 g/vaso) como no Ntotal da planta (1032,8 mg N/vaso)
(TABELA 4).
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Né&o foi observado nenhum ganho no acumulo de massa seca e Ntotal das plantas
inoculadas com as estirpes (homologas e heterdlogas) em relacéo ao tratamento controle
absoluto (TABELA 4).

Tabela 4. Efeito da inoculacdo com bactérias diazotroficas associativas no acimulo de
Massa seca e N total nos tecidos da planta de Brachiaria brizantha cv. Piata cultivada
em casa de vegetacao

L . Massa seca Inc (%)* Ntotal Inc (%)**
Trat Especie Origem
g/vaso Controle  mg/vaso  Controle
CIN - - 1228 a 19,9 1032,8 a 34,7
SP245 A brasilense Het 84,8 c 0 6946 ¢ 0
S/N - - 1024 b - 766,8 b -
NRBO085 A. lipoferum Het 934 bc 0 699,8 ¢ 0
NRB214 A. formosense Het 89,7 c 0 7314 bc 0
NRBO74 A.brasilense Hom 894 c 0 695,2 ¢ 0
NRB178 N.amazonense Hom 85,1 c 0 7144 bc 0
NRB146 N.amazonense Hom 88,6 c 0 721,7 bc 0
NRB200 A. brasilense Het 95,3 bc 0 758,3 bc 0
NRB096 B. safensis Het 92,3 bc 0 754,6 bc 0

CV (%) 9,3 6,1

Letras mindsculas iguais na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste DMS a 0,1 de
significancia

Dados de acimulo de biomassa e Nitrogénio referente aos 3 cortes realizados no periodo de abril a
novembro de 2017

Legenda: Trat.: Tratamentos; Het.: Espécies heter6loga; Hom.: Espécies homdlogas; Inc.: Incremento

* 0 de incremento da massa seca da planta calculado em relagéo ao controle absoluto

** 06 de incremento do Ntotal da planta calculado em relagdo ao controle absoluto

As analises individualizadas de acimulo de massas seca e N total da parte aérea e
raizes referentes aos cortes no gendtipo Piatd estdo apresentadas no anexo O. Néo foi
observado diferenca estatistica significativa no acimulo de massa seca do tratamento
nitrogenado em relagéo tratatamento inoculado com a estirpe NRB096 (19,1 g/vaso) para
0 segundo corte. Da mesma forma ndo foi observado diferencas estatisticas nos
tratamentos inoculados com as estirpes NRB074 e NRB178 no primeiro corte em relacéo
ao N acumulado da parte aérea (ANEXO O). Mesmo assim, foi observado que tanto no
segundo como no terceiro corte, todos os tratamentos inoculados apresentaram
rendimentos de massa seca e N acumulado da parte aérea superiores ao tratamento
controle absoluto, excecdo feita as estirpes Sp245, NRB074 e NRB178.

d) Marandu

Assim como 0 observado para os demais gendtipos ja analisados, 0s maiores
rendimentos de massa seca e Ntotal da planta no capim Marandu foram obtidos com o
adubo nitrogenado, com acumulos de 116,8 g/vaso de massa seca e 880,5 mg N/vaso. No
entanto, o tratamento inoculado com a estirpe NRB142 ndo diferiu estatisticamente do
tratamento nitrogenado em relacdo ao acimulo de N na planta, com um acumulo de 817,6
mg N/vaso (TABELA 5).
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Em relacdo ao Ntotal acumulado nas plantas, somente o tratamento inoculado com
a estirpe NRB142 diferiu estatisticamente do tratamento controle, com um acumulo
superior de 20,6% (TABELA 5). Os demais tratamentos inoculados nao diferirem
estatisticamente do tratamento controle, porém apresentaram acimulos de N maiores (até
10,6%) que o tratamento controle absoluto, excecdo feita a estirpe NRB194 (TABELA
5).

Também ndo foi observado diferenca estatistica entre os tratamentos inoculados e
o tratamento controle para o acuimulo da massa seca da planta, porém os tratamentos
inoculados com a estirpe NRB142 e estirpe NRBO085 apresentaram acimulos superiores
de até 7,2% (TABELADb).

Tabela 5. Efeito da inocula¢do com bactérias diazotroficas associativas no acimulo de
Massa seca e N total nos tecidos da planta de Brachiaria brizantha cv. Marandu
cultivada em casa de vegetacao.

L . Massa seca Inc (%)* Ntotal Inc (%)**
Trat Especie Origem
g/vaso Controle  mg/vaso  Controle
C/N - - 116,8 a 32,3 8805 a 29,9
SP245  A. brasilense Het 82,8 de 0 7015 cd 3,5
S/N - - 88,3 bcd - 677,8 «cd -
NRBO085 A. lipoferum Het 946 b 7,2 727,3 bcd 7,3

NRB214 A. formosense Het 87,2 hcd 0 7494 bc 10,6
NRB103 A. melinis Het 88,6 bcd 0,4 7178 cd 59

NRB092 A. oryzae Het 851 «cd 0 739,6 bcd 91
NRB142 P.silvatlantica Hom 945 bc 7,1 817,6 ab 20,6
NRB194 A. brasilense Hom 753 e 0 648,6 d 0
NRB197 A.formosense  Hom 85,7 bcd 0 740,8 bcd 9,3
CV (%) 7,4 9

Letras mindsculas iguais na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste DMS a 0,1 de
significancia

Dados de acimulo de biomassa e Nitrogénio referente aos 3 cortes realizados no periodo de abril a
novembro de 2017

Legenda: Trat.: Tratamentos; Het.: Espécies heterdloga; Hom.: Espécies homdlogas; Inc.: Incremento
* 0 de incremento da massa seca da planta calculado em relagéo ao controle absoluto
** 06 de incremento do Ntotal da planta calculado em relacdo ao controle absoluto

As analises individualizadas de acimulo de massas seca e N total da parte aérea e
raizes referentes aos cortes no genoétipo Marandu estdo apresentadas no anexo P. Os
maiores acumulos de massa seca e de N acumulado da planta foram observados no
tratatamento nitrogenado, enquanto que o tratamento inoculado com a estirpe NRB214
apresentou 0 maior acimulo de massa seca (19,4 g/vaso) e de N (470,5 mg N/vaso) da
parte aérea no corte realizado aos 60 DAP. Neste corte, tambem foi observado que todos
0s tratamentos inoculados apresentaram valores superiores ao do tratamento nitrogenado
em relacdo a massa seca da parte aérea enquanto que o N acumulado da parte aérea foi
menor para os tratamentos inoculados com as estirpes NRB085 e NRB194 (ANEXO P).
Todavia, a inoculacdo com a estirpe NRB142 (18,2 g/vaso) ndo diferiu estatisticamente
do tratamento com N (21,5 g/vaso) em relacdo a massa seca da parte aérea no segundo
corte realizado aos 120 DAP. Tambeém ndo foi observado diferenca estatistica
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significativa no N acumulado da raiz entre os tratamentos inoculados com as estirpes
NRBO085 e NRB142 em relagéo ao tratamento nitrogenado (ANEXO P).

e) B140

A inoculacdo com a estirpe NRB088 promoveu os maiores acimulos de massa
seca (149,9 g/vaso) e de Ntotal da planta (1119,6 mg N/vaso) no genétipo B140. No
entanto, os tratamentos inoculados com as estirpes Sp245, NRB214 e NRB094 néo
diferiram estatisticamente do tratamento inoculado com a estirpe NRB088, para ambas
as variaveis (TABELA 6). E importante comentar que o tratamento com N foi prejudicado
pela ndo germinagdo das sementes do gendtipo B140 e, portanto, o tratamento foi
excluido das analises.

O tratamento inoculado com a estirpe NRB088 diferiu estatisticamente tanto para
massa seca como para 0 N acumulado na planta em relacdo ao tratamento controle
(TABELA 6). Os tratamentos inoculados ndo diferirem estatisticamente embora tenha
sido observado valores superiores de massa seca da planta, com exce¢do da estirpe
NRB142. Estes valores no acumulo da massa seca variou de 0,5% quando inoculado com
a estirpe NRB158 a 56,7% quando inoculado com a estirpe NRB214. Ja em relacéo ao
acumulo de N da planta, esse valores variaram de 1,5 a 33,2% e foram observados para
os tratamentos inoculados com as estirpes NRB214, NRB094, NRB087 e Sp245. A
inoculagdo com as estirpes NRB214 e NRB094 apresentaram valores de massa seca e
Ntotal da planta superiores ao tratamento com a Sp245, sendo de até 42,3 % para massa
seca e de ate 24,8 % para N total (TABELA 6).

Tabela 6. Efeito da inoculacdo com bactérias diazotroficas associativas no acimulo de
Massa seca e N total nos tecidos da planta de Brachiaria brizantha cv. B140 cultivada
em casa de vegetacao.

Massa seca Inc (%)* Ntotal Inc (%)**
g/vaso Controle  mg/vaso  Controle

SP245  A. brasilense Het 93,3 ab 10,1 7744 ab 6,7
SIN - - 84,7 b - 7255 b -
NRBO085 A. lipoferum Het 906 b 7 7147 b 0
NRB214 A. formosense Het 1328 ab 56,7 966,2 ab 33,2
NRB088  A. lipoferum Het 1499 a 76,9 11196 a 54,3
NRB094 P. kuykendallii  Hom 1129 ab 33,2 950,8 ab 31

Trat Espécie Origem

NRB158 N.amazonense Hom 851 b 0,5 7026 b 0
NRBO087 A. oryzae Het 856 b 1,0 7363 b 1,5
NRB142 P.silvatlantica  Het 80,4 b 0 7079 b 0
CV (%) 15,6 20,85

Letras mindsculas iguais na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste DMS a 0,1 de
significancia

Dados de acimulo de biomassa e Nitrogénio referente aos 3 cortes realizados no periodo de abril a
novembro de 2017

Legenda: Trat.: Tratamentos; Het.: Espécies heter6loga; Hom.: Espécies homdlogas; Inc.: Incremento

* 0% de incremento da massa seca da planta calculado em relagéo ao controle absoluto

** 06 de incremento do Ntotal da planta calculado em relagdo ao controle absoluto

As analises individualizadas de acimulo de massas seca e N total da parte aérea e
raizes referentes aos cortes no genétipo B140 estdo apresentadas no anexo Q. Foi
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observado que o tratamento inoculado com a estirpe NRB142 apresentou um ganho de
4,5% na massa seca e de 42,3% no N acumulado da parte aérea em relagdo ao controle
no segundo corte. O acumulo de N nas raizes neste tratamento inoculado (102,5 mg
N/vaso) também foi superior ao observado no tratamento controle (91,1 mg N/vaso)
(ANEXO Q).

3.1.2 — Hibridos de Brachiaria spp.
a) Ipyporé

O tratamento nitrogenado diferiu estatisticamente dos demais tratamentos e
apresentou acumulos de massa seca e N acumulado na planta, 115,8 g/vaso e 900,7 mg
N/vaso, respectivamente. Em adicdo, a inoculacdo com a estirpe NRB085 também
apresentou os maiores acumulos de massa seca (97,8 g/vaso) e de Ntotal (804,4 mg
N/vaso) da planta dentre os tratamentos inoculados (TABELA 7).

Tabela 7. Efeito da inoculacdo com bactérias diazotroficas associativas no acimulo de
Massa seca e N total nos tecidos da planta de Brachiaria spp cv. Ipypora cultivada em
casa de vegetacao

Massa seca Inc (%)* Ntotal Inc (%)**

Trat Espécie Origem
g/lvaso  Controle mg/vaso Controle

C/N - - 1158 a 46,2 900,7 a 37,4
SP245 A. brasilense Het 742 ¢ 0 655,1 ¢ 0

S/N - - 792 ¢ - 655,7 ¢ -
NRBO085 A. lipoferum Het 978 b 235 8044 b 22,7
NRB214 A. formosense  Het 83,7 bc 5,7 724,8 bc 10,5
NRB088 A. lipoferum Hom 87,9 bc 11,1 6673 c 1,8
NRBO37 A. oryzae Hom 749 ¢ 0 722,1 bc 10,1
NRB115 N. amazonense Hom 796 ¢ 0,5 694,7 ¢ 6
NRB074 A. brasilense Het 81,7 bc 3,1 735 bc 12,1
NRB194 A. brasilense Het 82,6 Dbc 4,3 7115 c 8,5
CV (%) 14,28 8,2

Letras mindsculas iguais na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste DMS a 0,1 de
significancia

Dados de acimulo de biomassa e Nitrogénio referente aos 3 cortes realizados no periodo de abril a
novembro de 2017

Legenda: Trat.: Tratamentos; Het.: Espécies heter6loga; Hom.: Espécies homdlogas; Inc.: Incremento

* 0% de incremento da massa seca da planta calculado em relagéo ao controle absoluto

** 05 de incremento do Ntotal da planta calculado em relagdo ao controle absoluto

O tratamento inoculado com a estirpe NRBO085 diferiu estatisticamente tanto para
massa seca como para 0 N acumulado na planta do tratamento controle,. A inoculagao
das demais estirpes apresentaram valores superiores (0,5% estirpe NRB115 e 11,1%
estirpe NRBO088) no acumulo de massa seca da planta, apesar de ndo diferirem
estatisticamente. J& em relagdo ao acimulo de N da planta, todas as estirpes isoladas dos
genotipos de Brachiaria apresentaram valores superiors (até 12,1%) em relacdo ao
tratamento controle (TABELA 7).

As analises individualizadas de acimulo de massas seca e N total da parte aérea e
raizes referentes aos cortes no gendétipo Ipypora estdo apresentadas no anexo R. O
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tratamento nitrogenado apresentou os maiores acumulos da massa seca e do N acumulado
tanto da parte aérea como da raiz, no entanto nao apresentou diferenca estatistica no
acumulo de massa seca em relacdo ao tratamento inoculado com a estirpe NRB085. Por
outro lado, no corte realizado aos 60 DAP o tratamento inoculado com a estirpe NRB074
apresentou o maior acumulo de massa seca da parte aérea (14,5 g/vaso) enquanto que o
maior valor de N acumulado foi obtido com a inoculacéo da estirpe NRB085 (439,6 mg
N/vaso) (ANEXO R).

Também foi observado que todos os tratamentos inoculados, com exce¢do com a
estirpe NRBO037, apresentaram acimulos de masssa seca da parte aérea superiores ao
tratamento nitrogenado no primeiro corte. Em adicdo, a inoculagdo com a estirpe NRB074
também promoveu um maior acimulo de N da parte aérea em relacdo ao tratamento com
N no primeiro corte. Apesar dos tratamentos inoculados com as estirpes NRB214,
NRBO037, NRB115 e NRB194 terem apresentado valores inferiores ao do tratamento
nitrogenado em relacdo ao N acumulado da parte aérea no primeiro corte, eles ndo
diferiram estatisticamente entre si. O tratamento inoculado com a estirpe NRB085
também foi o Unico que ndo diferiu estatisticamente do tratamento nitrogenado para a
massa seca da raiz (ANEXO R).

A andlise do efeito da inoculacdo com a estirpe Sp245 mostrou rendimentos
superiores de massa seca e N acumulado da parte aérea em relacdo a alguns tratamentos
inoculados nos cortes realizados aos 60 e 120 DAP. Ja em relacdo a massa seca e ao N
acumulado daraiz, o tratamento inoculado com a estirpe Sp245 néo foi superior a nenhum
dos demais tratamentos (ANEXO R).

b) Mulato 11

Os resultados obtidos mostram que o tratamento nitrogenado apresentou 0s
maiores acumulos de massa seca (179,4 g/vaso) e N total da planta (882,5 mg N/vaso)
embora os tratamentos inoculados com as estirpes NRB214 (795,1 mg N/vaso), NRB109
(783,9 mg N/vaso) e NRB098 (754,1 mg N/vaso) ndo diferiram estatisticamente do
tratamento nitrogenado para o acimulo de N na planta (TABELA 8).

A comparac¢do do acimulo de massa seca da planta dos tratamentos inoculados
com o tratamento controle mostrou que a inoculacdo com as estirpes NRB085, NRB214
e NRB098 foram superiores, porém ndo diferirem estatisticamente, sendo observado um
aumento de 2,8 % em relacdo ao tratamento controle (TABELA 8). No caso do N
acumulado na planta, apesar dos tratamentos inoculados ndo diferirem estatisticamento
do tratamento controle, a inoculacdo com as estirpes NRB214, NRB109, NRB098,
NRBO087 e Sp245 promoveu acumulo de N superiores que variaram de 4,1% a 13,6%
(TABELA 8).
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Tabela 8. Efeito da inoculacdo com bactérias diazotroficas associativas no acumulo de
Massa seca e N total nos tecidos da planta de Brachiaria spp cv. Mulato Il cultivada em
casa de vegetacao.

. ) Massa seca Inc (%)*  Ntotal Inc (%)**
Trat Espeécie Origem
g/vaso Controle mg/vaso  Controle
CIN - - 1794 a 28 8825 a 26
SP245 A brasilense Het 136,9 b 0 728,9 bc 4,1
S/IN - - 140,2 b - 700,2 bc -
NRB085 A. lipoferum Het 1409 b 0,6 693,5 bc 0
NRB214 A. formosense Het 1436 b 2,4 7951 ab 13,6
NRB109 A. brasilense Het 1309 b 0 783,9 ab 12
NRB098 A. lipoferum Het 1441 b 2,8 754,1 ab 7,7
NRB087 A. oryzae Hom 1285 b 0 7341 bc 4.8
NRB108 B. aryabhattai  Hom 1319 b 0 689,2 bc 0
NRB046 N.amazonense Hom 1019 ¢ 0 617,1 c 0

CV (%) 11,14 12,49
Letras mindsculas iguais na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste DMS & 0,1 de
significancia
Dados de acimulo de biomassa e Nitrogénio referente aos 3 cortes realizados no periodo de abril a
novembro de 2017
Legenda: Trat.: Tratamentos; Het.: Espécies heter6loga; Hom.: Espécies homdlogas; Inc.: Incremento
* 0% de incremento da massa seca da planta calculado em relagéo ao controle absoluto
** 06 de incremento do Ntotal da planta calculado em relagéo ao controle absoluto

As andlises individualizadas de acimulo de massas seca e N total da parte aérea e
raizes referentes aos cortes no genétipo Mulato 11 estdo apresentadas no anexo S. Foi
observado que os tratamentos inoculados com as estirpes NRB214, NRB087 e NRB108
apresentaram valores inferiores de acimulo de massa seca da parte aérea em relacdo ao
controle no primeiro corte (ANEXO S). Ja os tratamentos inoculados com as estirpes
NRBO085, NRB108 e NRB046 apresentaram acumulos superiores de 11,1%, 14,7% e
1,5% no N acumulado da parte aérea em relacdo ao controle no corte realizado aos 60
DAP, respectivamente. Nos cortes ocorridos aos 120 e 180 DAP, somente a inoculacéo
com a estirpe NRB214 promoveu um acimulo de N da parte aérea, porém néo diferiu
estatisticamente do tratamento nitrogenado (ANEXO S).

3.1.3 — Brachiaria decumbens
a) Basilisk

A andlise dos resultados mostrou que o tratamento nitrogenado proporcionou 0s
maiores acimulos de massa seca (128,08 g/vaso) e Ntotal (913,3 mg N/vaso) na planta.
No entanto, s6 houve diferenca estatistica significativa entre os demais tratamentos em
relacdo a massa seca da planta enquanto que o acimulo de N da planta para os tratamentos
inoculados com as estirpes NRB214, NRB081, NRB098 e Sp245 n&o diferiram
estatisticamente do tratamento nitrogenado (TABELA 9). O tratamento inoculado com a
estirpe Sp245 foi a que promoveu o maior acimulo de massa seca e de Ntotal da planta,
98,4 g/vaso e 781,9 mg N/vaso, respectivamente em relacdo as demais estirpes inoculadas
(TABELA 9).
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A comparacdo do efeito da inoculacdo das diferentes estirpes em relacdo ao
tratamento controle mostrou que a inoculagdo com a estirpe NRB214 (heter6loga)
apresentou acumulos maiores (9,4%) tanto na massa seca como no Ntotal da planta em
relagdo ao controle. Por outro lado, as estirpes NRB085 e NRB148 apresentaram 0s
menores acumulos da massa seca e no N acumulado da planta, respectivamente
(TABELA 9).

Tabela 9. Efeito da inocula¢do com bactérias diazotroficas associativas no acimulo de
Massa seca e N total nos tecidos da planta de Brachiaria decumbens cv Basilisk
cultivada em casa de vegetacao.

Massa seca Inc (%)* Ntotal  Inc (%)**

Trat Espécie Origem

g/vaso Controle  mg/vaso  Controle
C/IN - - 128,1 44,6 9133 a 28,7
SP245 A brasilense Het 98,4 111 7819 ab 10,2
S/N - - 88,6 - 7095 b -

NRBO085 A. lipoferum Het 89,1
NRB214 A. formosense Het 96,9
NRB148 N.amazonense  Het 93,3
NRBO081 S. maltophilia  Het 91,6
NRB098 A. lipoferum Hom 855
NRB092 A. oryzae Hom 82,6 0 706,1 b 0
NRB200 A. brasilense  Hom 83 0 687,3 Db 0

CV (%) 17,7 14,9

Letras mindsculas iguais na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste DMS a 0,1 de
significancia

Dados de acimulo de biomassa e Nitrogénio referente aos 3 cortes realizados no periodo de abril a
novembro de 2017

Legenda: Trat.: Tratamentos; Het.: Espécies heter6loga; Hom.: Espécies homdlogas; Inc.: Incremento

* 0% de incremento da massa seca da planta calculado em relagéo ao controle absoluto
** 06 de incremento do Ntotal da planta calculado em relagdo ao controle absoluto

0,7 750,1 b 5,7
9,4 776,3 ab 9,4
5,3 7293 b 2,8
3,5 769,9 ab 8,5
0 756,8 ab 6,7

O OT O OO o o oo o

As analises individualizadas de acimulo de massas seca e N total da parte aérea e
raizes referentes aos cortes no gendtipo Basilisk estdo apresentadas no anexo T. O
tratamento nitrogenado apresentou os maiores acimulos da massa seca e do N acumulado
da parte aérea e da raiz. Por outro lado, no corte realizado aos 60 DAP o tratamento
inoculado com a estirpe NRB214 apresentou 0 maior rendimento de massa seca da parte
aérea (20,6 g/vaso) enquanto o maior valor de N acumulado da parte aérea foi observado
para o tratamento inoculado com a estirpe NRB085 (435,2 mg N/vaso) (ANEXO T). Os
demais tratamentos inoculados também apresentaram acumulos de masssa seca da parte
aérea superiores ao tratamento nitrogenado, com valores que variaram de 13,3% a 24,1%
quando inoculado com as estirpes NRB081 e NRBO085, respectivamente. J& em relagédo
ao acumulo de N da parte aérea no primeiro corte, 0s tratamentos inoculados com as
estirpes NRB214, NRB081, NRB098 e NRB092 apresentaram acumulo superiores ao
tratamento nitrogenado. Os tratamentos inoculados com as estirpes Sp245 e NRB200 ndo
diferiram estatisticamente do tratamento nitrogenado em relagdo ao N acumulado da parte
aérea no primeiro corte (ANEXO T). No corte realizado aos 120 DAP, somente 0s
tratamentos inoculados com as estirpes Sp245 (21 g/vaso), NRB214 (12,8 g/vaso) e
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NRB098 (20,9 g/vaso) ndo diferiram estatisticamente do tratamento nitrogenado (25,2
g/vaso) em relagdo a massa seca da parte aérea. Neste mesmo corte e no realizado aos
180 DAP, somente o tratamento inoculado com a estirpe Sp245 ndo diferiu
estatisticamento do tratamento nitrogenado em relagdo ao acumulo de N da parte aérea
(ANEXO T).

3.1.4 — Brachiaria humidicula
a) Tupi

Diferentemente dos demais gendtipos de Brachiaria, a adubag&o nitrogenada néo
proporcionou 0s maiores rendimentos de acimulo de massa seca e de Ntotal na planta.
Em relacdo a massa seca, o0 tratamento inoculado com a estirpe NRB046 promoveu o
maior acumulo de massa seca (129,2 g/vaso) enquanto que a inoculacdo com a estirpe
NRBO096 promoveu o maior acumulado de N (842 mg N/vaso) (TABELA 10). Estas
estirpes apresentaram acumulos superiores de 9,1% na massa seca e de 11,1 % no
acumulo de N da planta em relacdo ao tratamento nitrogenado (100 Kg N/ha). Os
tratamentos inoculados com as estirpes NRB021 e NRBO096 também apresentaram
valores superiores a adubacéo nitrogenada no acimulo de massa seca da planta e variaram
de 2,3% a 7,2%, respectivamente. Ja em relacdo ao N acumulado da planta somente a
inoculagdo com as estirpes NRB021, NRB178 e NR046 foram superiores e variaram de
18,9 a 23,6 mg N/vaso (TABELA 10).

Tabela 10. Efeito da inoculacdo com bactérias diazotroficas associativas no acimulo de
Massa seca e N total nos tecidos da planta de Brachiaria humidicula cv. Tupi cultivada
em casa de vegetacao.

L . Massa seca Inc (%)*  Ntotal  Inc (%)**
Trat Espécie Origem
g/vaso Controle mg/vaso  Controle
CIN - - 118,4 abc 3,7 757,4 ab 0,6
SP245 A. brasilense Het 1046 bc 0 6975 b 0
SIN - - 114,2 abc - 752,8 ab -
NRB085  A. lipoferum Het  103,7 bc 0 702,9 ab 0
NRB214 A. formosense Het 97,4 C 0 7151 ab 0

NRBO21 P.nitritireducens Het 1219 ab 6,8 7815 ab 3,8
NRB178 N.amazonense Het 1155 abc 1,1 776,9 ab 3,2
NRB096 B. safensis Hom 127 ab 11,3 842 a 11,9
NRB140 N.amazonense  Hom 107,8 abc 0 736,3 ab 0
NRBO46 N. amazonense Het 1292 a 13,2 7813 ab 3,8
CV (%) 14,9 13,1

Letras mindsculas iguais na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste DMS & 0,1 de
significancia

Dados de acimulo de biomassa e Nitrogénio referente aos 3 cortes realizados no periodo de abril a
novembro de 2017

Legenda: Trat.: Tratamentos; Het.: Espécies heterdloga; Hom.: Espécies homdlogas; Inc.: Incremento

* 0% de incremento da massa seca da planta calculado em relag¢do ao controle absoluto

** 06 de incremento do Ntotal da planta calculado em relagdo ao controle absoluto
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A comparacdo dos rendimentos de massa seca e N total da planta dos tratamentos
inoculados com o tratamento controle absoluto, mostrou que a inocula¢do com as estirpes
NRBO021, NRB178, NRB096 e NRB46 apresentaram acumulos maiores do que a
testemunha apesar de nédo diferirem estatisticamente. O acimulo de massa seca observado
variou de 1,1% a 13,2% enquanto que o acumulo de N foi de 3,2% a 11,9% (TABELA
10). Os tratamentos inoculados com as estirpes Sp245, NRB085 e NRB140 apresentarem
acumulos de massa seca da planta menores do que o tratamento controle (TABELA 10),
porém apresentaram valores maiores de massa seca e N acumulado da parte aérea em
relacdo ao controle absoluto (ANEXO U).

As andlises individualizadas de acimulo de massas seca e N total da parte aérea e
raizes referentes aos cortes no gendétipo Tupi estdo apresentadas no anexo U. Em relacéo
a massa seca da parte aérea ndo houve diferenga estatistica significativa entre os
tratamentos para a primeira e terceira coleta. No entanto, na primeira coleta a maior
producdo de biomassa foi obtido com a inoculagéo da estirpe NRBO85 e na terceira coleta
pela inoculacdo da estirpe NRB021. J& no segundo corte, foi observado que 0s
tratamentos inoculados com as bactérias Sp245, NRB021, NRB096, NRB140 e NRB046
ndo diferiram do tratamento nitrogenado e do controle embora a estirpe NRB021
promoveu um um maior de biomassa seca em relagéo ao tratamento nitrogenado.

O actmulo de N nos tecidos mostrou que pelo menos um dos tratamentos
inoculados apresentou um actmulo de N superior ao tratamento nitrogenado nos trés
cortes realizados. No primeiro corte, este fato foi observado nos tratamentos inoculados
com as estirpes NRB085; NRB214; NRB096; NRB140; e NRB046, ja no segundo corte
foram com as estirpes NRB021; NRB178; NRB096; e NRB046, e no terceiro corte com
a estipe NRB096 (ANEXO U).

b) Humidicula comum

O tratamento nitrogenado apresentou os maiores acimulos de massa seca (112,5
g/vaso) e de N acumulado (998,9 mg N/vaso) da planta e diferiu estatisticamente dos
demais tratamentos (TABELA 11). Dentre os tratamentos inoculados, a inoculagdo com
a estirpe NRBO041 foi o que proporcionou os maiores acimulos de massa de seca (89,7
g/vaso) e no Ntotal (782,3 mg N/vaso) na planta.

Nenhum tratamento inoculado diferiu estatisticamente do tratamento controle
tanto para massa seca como para 0 N acumulado na planta (TABELA 11). Porém, foi
observado um maior acumulo na massa seca da planta para todos os tratamentos
inoculados, com excecdo da estirpe NRB109. Este acumulo na massa seca foi de 4,1%
qguando inoculado com a estirpe NRB224 e de 13,3% quando inoculado com a estirpe
NRBO041. J4 em relacdo ao teor de N da planta, os valores variaram de 6,8% quando
inoculado com a estirpe NRB109 a 19,6% quando inoculado com a estirpe NRB041
(TABELA 11).
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Tabela 11. Efeito da inoculagcdo com bactérias diazotroficas associativas no acimulo de
Massa seca e N total nos tecidos da planta de Brachiaria humidicula cv. comum
cultivada em casa de vegetacao.

Massaseca Inc (%)*  Ntotal Inc (%)**

Trat Espécie Origem

g/vaso Controle mg/vaso Controle
C/N - - 1125 a 41,9 9989 a 52,8
SP245 A. brasilense Het 889 b 12,3 7512 b 14,9
S/IN - - 792 b - 6539 b -
NRBO085  A. lipoferum Hom 878 b 10,8 733,2 b 12,1
NRB214 A. formosense Het 854 b 7,8 702,7 b 7,5
NRB109  A. brasilense Hom 785 b 0 698,5 b 6,8
NRB021 P. nitritireducens Hom 885 b 11,7 729,1 b 11,5
NRB041 N.amazonense Hom 89,7 b 13,3 782,3 b 19,6
NRB224 A. lipoferum Het 82,4 b 41 7344 b 12,3
NRBO043 P. diazotrophicus Het 831 b 4,8 637 b 0

CV (%) 11,8 17,7

Letras mindsculas iguais na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste DMS & 0,1 de
significancia

Dados de acumulo de biomassa e Nitrogénio referente aos 3 cortes realizados no periodo de abril a
novembro de 2017

Legenda: Trat.: Tratamentos; Het.: Espécies heter6loga; Hom.: Espécies homdlogas; Inc.: Incremento

* 0% de incremento da massa seca da planta calculado em relagéo ao controle absoluto

** 06 de incremento do Ntotal da planta calculado em relagdo ao controle absoluto

As analises individualizadas de acimulo de massas seca e N total da parte aérea e
raizes referentes aos cortes no genétipo humidicula comum estéo apresentadas no anexo
V. O tratamento nitrogenado apresentou os maiores acumulos de massa seca e do N
acumulado da parte aérea. Entretanto, o tratamento inoculado com a estirpe NRB041
apresentou o0 maior acumulo de massa seca da parte aérea (30,3 g/vaso) no corte realizado
aos 120 DAP (ANEXO V). Em relagdo a massa seca da raiz, somente o tratamento
inoculado com a estirpe NRBO085 (28,5 g/vaso) apresentou uma producdo superior ao
tratamento nitrogenado (24,8 g/vaso). Ja em relacdo ao N acumulado na raiz, este efeito
foi observado para os tratamentos inoculados com as estirpes NRB085 (105,5 mg N/vaso)
e NRBO043 (102,1 mg N/vaso). Todavia, todos os demais tratamentos ndo diferiram
estatisticamente do tratamento nitrogenado para ambas as variaveis (ANEXO V).

c) Llanero

Assim como observado para o genétipo Humidicula comum, o tratamento
nitrogenado também apresentou os maiores acumulos de massa seca (169,9 g/vaso) e de
teor de N (951,3 mg N/vaso) na planta e, diferiu estatisticamente dos demais tratamentos
(TABELA 12). Em adicdo, nenhum tratamento inoculado apresentou producéo de massa
seca e N total da planta superior ao tratamento controle absoluto (TABELA 12).
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Tabela 12. Efeito da inoculacdo com bactérias diazotréfica associativas no acumulo de
Massa seca e N total nos tecidos da planta de Brachiaria humidicula cv. Llanero
cultivada em casa de vegetacao.

L . Massa seca Inc (%)* Ntotal  Inc (%)**
Trat Espeécie Origem
g/vaso Controle  mg/vaso  Controle
C/N - - 1699 a 30,7 9513 a 29
SP245  A. brasilense Het 1096 b 0 641,8 bc 0
S/IN - - 1299 b - 7372 b -
NRBO085 A. lipoferum Het 1171 b 0 673,5 bc 0
NRB214 A. formosense Het 107,2 b 0 631,4 bc 0
NRB153 N.amazonense Het 1229 b 0 649,6 bc 0
NRB045 N.amazonense Het 1166 b 0 721,7 b 0
NRB158 N.amazonense Het 1199 b 0 699,7 bc 0
NRB108 B. aryabhattai  Het 972 b 0 5993 ¢ 0
NRB197 A. formosense Het 1086 b 0 630,1 bc 0

CV (%) 23,5 12

Letras minusculas iguais na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste DMS a 0,1 de
significancia

Dados de acimulo de biomassa e Nitrogénio referente aos 3 cortes realizados no periodo de abril a
novembro de 2017

Legenda: Trat.: Tratamentos; Het.: Espécies heter6loga; Hom.: Espécies homdlogas; Inc.: Incremento

* % de incremento da massa seca da planta calculado em relagéo ao controle absoluto

** 06 de incremento do Ntotal da planta calculado em relagéo ao controle absoluto

As andlises individualizadas de acimulo de massas seca e N total da parte aérea e
raizes referentes aos cortes no gendtipo Llanero estdo apresentadas no anexo W. O
tratamento nitrogenado proporcionou 0s maiores acimulos da massa seca e do teor de N
tanto da parte aérea como da raiz. Entretanto, os tratamentos inoculados com as estirpes
NRB214 (12,7 g/vaso) e NRB045 (12,6 g/vaso) apresentaram acumulos de massa seca da
parte aérea superiores ao do tratamento nitrogendo (11,4 g/vaso) no primeiro corte. Jaem
relacdo ao N acumulado da parte aérea neste corte, somente o tratamento inoculado com
a estirpe NRB045 (296,7 mg N/vaso) foi superior ao tratamento nitrogenado (290,5 mg
N/vaso). Também foi observado que os demais tratamentos inoculados, ndo diferiram
estatisticamente do tratamento nitrogenado (ANEXO W). No segundo corte, ndo foi
observado diferenca estatistica entre os tratamentos apesar da inoculagcdo com as estirpes
NRBO085, NRB153 e NRB158 apresentarem producdo de massa seca da parte aérea
inferiores ao tratamento nitrogenado. Por outro lado, o acimulo de N da parte aérea
mostrou que o tratamento inoculado com a estirpe NRB158 foi 0 Unico que nédo diferiu
estatisticamente do tratamento com 100 kg N.ha™*. Em relagio ao acimulo de massa seca
da raiz, foi observado que todos os tratamentos, com excec¢do aos inoculados com as
estirpes NRB214 e NRB108, nédo diferiram estatisticamente do tratamento nitrogenado
(ANEXO W).

d) H47

O maior acumulo de massa seca e Ntotal da planta no genotipo H47 também foi
observado para o tratamento nitrogenado, sendo estes valores de 127,5 g/vaso e 892,2 mg
N/vaso, respectivamente. Apesar de apresentar o maior acumulo de massa seca, 0O
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tratamento nitrogenado ndo diferiu estatisticamente dos tratamentos inoculados com as
estirpes Sp245, NRB085, NRB146, NRB054, NRB094 (TABELA 13). De maneira
similar, a inoculacdo dessas estirpes (Sp245, NRB085, NRB214, NRB146, NRB054 e
NRB094) promoveram maiores acumulo de massa seca (até 21,1%) em relacdo ao
tratamento controle. Ja em relacdo ao Ntotal da planta, os maiores acimulos (de 3,2% a
13,9%) foram observados para as estirpes Sp245, NRB085, NRB214, NRBO054 e
NRB094 em relagéo ao tratamento controle (TABELA 13).

Tabela 13. Efeito da inoculagdo com bactérias diazotroficas associativas no acimulo de Massa
seca e N total nos tecidos da planta de Brachiaria humidicula cv. H47 cultivada em casa de
vegetacéao.

L. . Massa seca Inc (%)* Ntotal Inc (%)**
Trat Especie Origem
g/vaso Controle mg/vaso Controle
C/N - - 1275 a 26,6 892,2 a 37,1
SP245 A. brasilense Het 1219 ab 21,1 705,6 bc 8,5
SIN - - 100,7 bc - 650,5 bcd -

NRB085 A. lipoferum Het 117,7 ab 16,9 74101 b 13,9
NRB214 A. formosense Het 104,3 bc 3,5 671,6 bcd 3,2

NRB115 N. amazonense Het 929 ¢ 0 579,1 cd 0
NRB146 N.amazonense Het 106,5 abc 5,8 611,6 bcd 0
NRB054 N.amazonense Het 113,7 abc 12,9 709 bc 9
NRB094 P. kuykendallii  Het  110,2 abc 9,5 675,9 bcd 3,9
NRB140 N. amazonense Het 949 ¢ 0 571,2 d 0
CV (%) 14,3 13,7

Letras minusculas iguais na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste DMS a 0,1 de
significancia

Dados de acimulo de biomassa e Nitrogénio referente aos 3 cortes realizados no periodo de abril a
novembro de 2017

Legenda: Trat.: Tratamentos; Het.: Espécies heter6loga; Hom.: Espécies homdlogas; Inc.: Incremento

* 0% de incremento da massa seca da planta calculado em relagéo ao controle absoluto

** 06 de incremento do Ntotal da planta calculado em relagdo ao controle absoluto

Dentre os tratamentos com inoculacdo, o tratamento inoculado com a estirpe
Sp245 apresentou 0 maior acumulo de massa seca da panta (121,9 g/vaso) e o terceiro
maior em relacdo ao Ntotal na planta (705,6 mg N/vaso), porém foi inferior ao tratamento
inoculado com a estirpe NRB085 (741 mg N/vaso) e NRB054 (709 mg N/vaso)
(TABELA 13).

As analises individualizadas de acimulo de massas seca e N total da parte aérea e
raizes referentes aos cortes no genotipo H47 estdo apresentadas no anexo X. O tratamento
nitrogenado proporcionou 0s maiores acimulos na massa seca e do N acumulado da parte
aérea. Entretanto, os tratamentos inoculados com as estirpes NRB214 (9,6 g/vaso),
NRB146 (8,4 g/vaso), NRB140 (8,7 g/vaso) e Sp245 (8,7 g/vaso) apresentaram acimulos
de massa seca da parte aérea superiores ao do tratamento nitrogenado (8 g/vaso) no
primeiro corte. J& em relagdo ao N acumulado da parte aérea este fato so foi observado
para os tratamentos inoculados com as estirpes NRB214 e Sp245. No segundo e terceiro
cortes o tratamento nitrogenado também apresentou os maiores acimulos de massa seca
e N acumulado da parte aérea, no entanto, 0 mesmo ndo diferiu estatisticamente dos
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tratamentos inoculados com as estirpes NRB085 e NRB094 para o segundo corte
(ANEXO X). No terceiro corte ndo foi observado diferenca estatistica significativa dos
tratamentos inoculados em relacdo ao tratamento controle, porém os tratamentos
inoculados com as estirpes NRB085, NRB054, NRB094 apresentaram acumulos de
massa seca de 24,6%; 23,7%; e 23,7%, e de 21,2%; 23,6%; e 17,6% no N acumulado,
respectivamente, superiores ao tratamento controle.

3.2. Experimento em casa de vegetacao Il — Inoculagédo por aspersao foliar

A inoculacdo da estirpe NRB085 (promissora na avaliagdo do 1° corte apoés
inoculagdo na semente) promoveu um acumulo de 227 g/vaso na massa seca fresca total
da parte aérea da B. decumbens cv. Basilisk, diferindo estatisticamente da inoculacdo com
a estirpe Sp245 (controle positivo) e também apresentou um acumulo de 12,2 g/vaso
superior ao tratamento controle, porém néo significativo (TABELA 14). No gendtipo B.
brizantha cv. Marandu também foi observado um maior acimulo de massa fresca da parte
aérea com a inoculacdo da estirpe NRB214 (considerada promissora para esta cultivar).
Esteacumulo de 226,2 g/vaso de biomassa foi superior (16,5 g/vaso) ao tratamento
controle absoluto porém menor (9,7 g/vaso) quando comparado com o tratamento
inoculado com a estirpe Sp245 (TABELA 14).

Tabela 14. Rendimento de massa fresca, massa seca e N total na massa seca de parte

aérea, de Brachiaria decumbens cv Basilisk e Brachiaria brizantha cv. Marandu

inoculadas com bactérias diazotréficas via aspersdo foliar - casa de vegetacdo
Brachiaria decumbens cv. Basilisk

M. Fresca M. Seca N Total
Tratamentos
g/vaso (mg de N / vaso)
SIN 2147 ab 72,3 ns 933,3 a
Sp245 201,3 b 67,1 ns 849,2 ab
NRBO085 227.0 a 66,1 ns 795,7 b
CV (%) 55 7.3 9,2
Brachiaria brizantha cv. Marandu
M. Fresca M. Seca N Total
Tratamentos
g/vaso (mg de N / vaso)
SIN 209,7 b 68,5 ns 886,8 ns
Sp245 216,5 ab 70,1 ns 978,3 ns
NRB214 226,2 a 63,2 ns 871,8 ns
CV (%) 3,1 7.9 8,3

Letras mindsculas iguais na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste DMS a 0,1 de
significancia

Por outro lado, o capim Marandu ndo mostrou diferencas estatisticas significativas
entre os tratamentos tanto na variavel massa seca total e acimulo de Ntotal da parte aérea.
No entanto, o tratamento inoculado com a estirpe Sp245 (controle positivo) apresentou
valores superiores ao tratamento controle. No caso do capim Basilisk o tratamento
controle absoluto apresentou valores superiores de massa seca e N total, porém néo diferiu
estatisticamente da estirpe SP245 (TABELA 14).
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4 - DISCUSSAO

A analise dos resultados obtidos pela inoculacdo das estirpes NRB085, NRB214
e Sp245 nos doze gendtipos de Brachiaria alvos do presente estudo mostra que 0s
gendtipos responderam de forma diferenciada a inoculacdo dessas estirpes no
Experimento de casa de vegetagédo | — inoculagdo por sementes. Por exemplo, a estirpe
NRBO085 proporcionou o0 maior acimulo de N na planta em relacdo aos demais
tratamentos inoculados somente nos genotipos Ipypora e H47. Por outro lado, as estirpes
NRB214 e Sp245 foram superiores no desenvolvimento dos genétipos Mulato 11 e
Basilisk, respectivamente. Baseado nesses resultados, é plausivel sugerir que a resposta a
inoculacdo pode estar relacionada a interacdo do gendtipo com a estirpe inoculada, sendo
bastante varidvel entre gendtipos, refletindo possivelmente a especificidade da interagcdo
planta-bactéria conforme discutido por SALA et al. (2005).

Dentre os doze genotipos de Brachiaria em estudo que incluem cinco de B.
brizantha (Xaraés, Paiagués, Piatd, Marandu e B140), dois de hibridos de B. spp. (Ipypora
e Mulato I1), um de B. decumbens (Basilisk) e quatro de B. humidicula (Tupi, Comum,
Llanero e H47), foi observado um acréscimo no acimulo de massa seca da parte aérea ao
longo dos cortes e em contrapartida houve uma diminuic¢éo no N total acumulado na parte
aérea da planta. O decréscimo observado do N acumulado pode esta relacionado a
disponibilidade do N no solo, ao avanco no estadio fisiologico (CANO et al., 2004) e a
maturidade das plantas (SOARES FILHO et al., 2002), uma vez que as maiores mudancas
que ocorrem na composicao quimica das plantas forrageiras sdo aquelas que acompanham
sua maturacdo. Bosa et al. (2016) também observaram uma reducdo do N acumulado ao
longo do tempo, verificando assim uma reducgdo nos teores de proteina bruta ao longo dos
cortes realizados.

No geral, a adubagdo nitrogenada (100 kg de N hal) promoveu os maiores
acumulos de massa seca e N acumulado da planta, excecdo feita ao genétipo Tupi.
Diversos trabalhos desenvolvidos com o género Brachiaria mostraram elevada resposta
dessas forrageiras a adubacéo nitrogenada (40 a 400 kg de N ha) em relagéo a producdo
de massa seca (ALEXANDRINO et al., 2003; BATISTA E MONTEIRO, 2006;
BONFIM-SILVA E MONTEIRO, 2006; CARVALHO et al., 2006; YDOYAGA et al.,
2006; BENETT et al., 2008; RODRIGUES et al., 2008; MARTUSCELLO et al., 2009).

O fracionamento na aplicacdo do adubo nitrogenado ao longo dos cortes também
pode ter contribuido para a diferenga observada, ja que as estirpes ndo foram reinoculados
apos os cortes ao longo do experimento. Uma evidéncia que corrobora esta hipotese,
ocorreu no primeiro corte quando foi observado que pelo menos um tratamento inoculado
apresentou acimulos superiores de massa seca e N da parte aérea em relacdoao tratamento
nitrogenado para a maioria dos genotipos, excecdo feita a B. brizantha cv. Piatd e B.
humidicula cv comum.

Em todos os genotipos estudados, com excecdo do Tupi, apds o primeiro corte,
observou-se que todos os tratamentos inoculados e a testemunha apresentaram produgéo
inferior a adubacdo nitrogenada em relacdo a massa seca e ao N acumulado da parte aérea.
Esta menor producgédo nesses tratamentos pode estar relacionada ao menor acimulo de
nitrogénio na fase inicial, ou seja, a planta extraiu menos nitrogénio no segundo e terceiro
cortes quando comparado ao corte anterior. Como 0 nitrogénio € um dos nutrientes mais
importantes na produgdo das gramineas forrageiras, por compor compostos organicos
essenciais, como aminoacidos e proteinas, acidos nucléicos, hormonios e clorofila
(LAVRES JUNIOR E MONTEIRO, 2003; FRANCA et al., 2007), as plantas desses
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tratamentos ndo acompanharam a producdo de biomassa e acumulo de N do tratamento
com a adubacdo nitrogenada.

A resposta a inoculagdo com microrganismos diazotroficos associativos nem
sempre mostram diferengas significativas entre os tratamentos inoculados quando
comparados com as aplicacdes de fertilizantes nitrogenados. Entretanto, alguns trabalhos
com arroz (ciclo curto) tém apresentado resultados bastante promissores (FERREIRA et
al., 2010; GUIMARAES et al., 2010), corroborando assim com o resultado observado no
presente estudo para o genotipo Tupi. Este gendtipo foi o Gnico em que a inoculagdo
apresentou acumulos de massa seca e N acumulado da planta superior ao tratamento
nitrogenado. O maior acimulo de massa seca da planta foi obtido com a inoculacéo da
Nitrospirillum amazonense estirpe NRB046 enquanto que o maior acimulo de N na
planta ocorreu com a inoculacdo de Bacillus safensis estirpe NRB096 (ANEXO Y.I),
ambas consideradas estirpes promissoras para este genotipo. Entretanto, a analise de
somente a parte aérea da planta do capim Tupi mostrou que 0s maiores rendimentos de
massa seca de N acumulado foram obtidos com a B. safensis estirpe NRB096. Esse efeito,
entretanto, ndo foi observado no gendtipo Piatd, onde esta mesma estirpe foi inoculada.
E possivel que este efeito seja devido a estirpe NRB096 ser homdéloga em relacdo ao
genotipo Tupi, mostrando assim uma aparente especificidade bactéria vs planta
(BALDANI E DOBEREINER, 1980). Em estudos realizados por Araujo et al. (2012), a
inoculacdo de Bacillus sp. estirpe 6A proporcionou uma maior produgdo de massa seca
na parte aérea na média dos cortes efetuados em B. brizantha. Estes resultados confirmam
o potencial de promoc¢do de crescimento de plantas por Bacillus sp., uma bactéria ja
encontrada associada a diferentes culturas (COELHO et al., 2007; ARAUJO E
GUERREIRO, 2010; FIGUEIREDO et al., 2010).

A aparente especificificidade bactéria vs planta observada no gendétipo Tupi,
também foi observada nos gendétipos Xaraés, Paiaguas, Marandu e Humidicula comum
onde o tratamento inoculado com uma estirpe homologa proporcionou 0s maiores
acumulos de massa seca e acimulo de N da planta. Baldani et al. (1983), também
observaram uma resposta positiva de plantas de trigo quando inoculadas com bactérias
isoladas da propria cultura (denominadas homologas).

No caso do genotipo Marandu, a estirpe P. silvatlantica NRB142 (homdloga),
isolada de raiz ndo desinfestada, proporcionou o maior acimulo de massa seca € N na
planta dentre os tratamentos inoculados (ANEXO Y.D). Esta mesma estirpe foi inoculada
no gendtipo B140, porém, ndo promoveu a producdo de massa seca e de N na planta
superior ao tratamento controle absoluto, corroborando assim com o possivel papel da
especificidade na interacdo estirpe versus genotipo.

Na literatura, ndo hé relatos de estudos de inoculacdo de Paraburkholderia spp
em Brachiaria; no entanto, Baldani et al. (2000) ao avaliarem a capacidade de resposta
de arroz (cultivar Guarani) a inoculacdo com duas estirpes de Paraburkholderia spp.
(M130 e M209) também encontraram resultados positivos na inoculacdo. Foi observado
uma variagao de 6,9 a 27,3 % na massa seca e de 2,6 & 47 % no nitrogénio acumulado da
parte aérea da planta em relagdo a testemunha absoluta, atribuindo-se esta variacéo a
especificidade entre estirpes bacterianas e as cultivares utilizadas. Guimardes e
colaboradores (2010) também observaram um incremento de até 42% no N acumulado
da parte aérea de plantas de arroz (cultivares IR42 e 1AC4440) quando inculado com
Paraburkholderia spp estirpe M130. Entretanto, no estudo realizado por Ferreira et al.
(2010) com esta mesma estirpe e com 0s mesmos cultivares de arroz, os autores
observaram que a inoculag¢do proporcionou um incremento de 24,6% na massa seca dos
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gréos e de 21,9% no Ntotal dos grdos em relacdo ao controle absoluto somente na cultivar
IAC4440..

No genoOtipo Xaraés, a inoculacdo da A. lipoferum estirpe NRB224 (homologa)
isolada de solo rizosférico, proporcionou 0 maior acimulo de massa seca e N acumulado
na planta dentre os tratamentos inoculados (ANEXO Y.A), sugerindo a estirpe como
promissora para este genétipo. J& no capim Paiaguas, a estirpe Phytobacter
diazotrophicus NRB043 proporcionou o maior acumulo de massa seca na planta,
enquanto que a inoculacao da estirpe A. melinis NRB103 porporcionou o maior acimulo
de N na planta dentre os tratamentos inoculados (ANEXO Y.B).O gendtipo Humidicula
comum também apresentou essa aparente interacdo especifica entre genotipo vs a estirpe
NRBO41 (N. amazonense) que proporcionou o0 maior acimulo de massa seca e N
acumulado na planta dentre os tratamentos inoculados (ANEXO Y.J). Nos demais
gendtipos (Piatd, B140, Ipypora, Mulato 11, Basilisk, Llanero e H47) ndo foi observado
uma aparente interacdo especifica bactéria vs planta, uma vez que os melhores acimulos
de massa seca e acumulo de N da planta foram obtidos com estirpes isoladas de outro
genotipo, denominadas de estirpes heterélogas conforme sugerido por Baldani e
Ddobereiner (1980). No gendtipo Piatd, a inoculacdo da A. brasilense estirpe NRB200
(heterdloga), isolada de solo rizosférico do genétipo Basilisk, proporcionou o maior
acumulo de massa seca e N acumulado na planta dentre os tratamentos inoculados
(ANEXO Y.C). No gendtipo Llanero, as estirpes NRB153 e NRB045 de N. amazonense
proporcionaram 0s maiores acumulos de massa seca e N acumulado na planta,
respectivamente, dentre os tratamentos inoculados (ANEXO Y .K).

No caso do hibrido Ipypora como da B. humidicula H47, a inoculacdo da A.
lipoferum estirpe NRBO085 (heter6loga), isolada de raiz ndo desinfestada do capim
Humidicula comum, proporcionou 0 maior acimulo de massa seca € N dentre 0s
tratamentos inoculados (ANEXO Y.F e ANEXO Y.L). Da mesma forma, no genétipo
B140 foi uma estirpe heteréloga de A. lipoferum que apresentou os maiores acumulos de
massa seca e N na planta (ANEXO Y.E). No capim Mulato Il, o maior rendimento de
massa seca da planta dentre os tratamentos inoculados também foi obtido por uma estirpe
de A. lipoferum, a NRB098 (heter6loga) enquanto que em relacdo ao acimulo de Ntotal
da planta, a A. formosense estirpe NRB214, também heterdloga, foi a que proporcionou
0 maior acumulo (ANEXO Y.G). A inoculagido de A. formosense estirpe NRB214,
também proporcionou o0 maior acumulo de massa seca e N acumulado na planta de B.
decumbens cv. Basilisk (ANEXO Y.H).

Os resultados observados no presente estudo, destacam o potencial do género
Azospirillum e Nitrospirillum no crescimento vegetal. Este potencial também foi
observado por Oliveira et al. (2007), que mostraram que a inoculacdo com A. brasilense
estirpe AZ039 promoveu um acumulo de matéria seca anual de Brachiaria brizantha cv.
Marandu superior ao tratamento ndo inoculado e ndo adubado com nitrogénio. Os autores
observaram que a inoculacdo proporcionou um aumento prolongado na area de pastejo
com o aumento do perfilhamento nos estagios iniciais da forrageira, sem necessidade de
recorrer a altas taxas de fertilizantes nitrogenados. Brasil e colaboradores (2005) também
observaram aumento na producdo de massa seca, principalmente do sistema radicular, de
plantas de B. humidicula (capim Braquiaria) inoculadas tanto com uma mistura (A.
brasilense, A. lipoferum e N. amazonense) ou somente com a estirpe N. amazonense em
relacdo aos tratamentos ndo inoculado nas coletas realizadas aos 60 e 90 dias ap06s 0
plantio em experimento realizado em casa-de-vegetacdo. No entanto, os autores
observaram que a inoculacdo com a mistura de bactérias apresentou 0s maiores
rendimentos.
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Guimarées et al. (2011) ao avaliarem o efeito da inoculacdo de estirpes de
Azospirillum spp. no capim Marandu, observaram que a adubagdo nitrogenada foi o
tratamento que mais se destacou no parametro nimero de folhas. Por outro lado, quando
os tratamentos de inoculagdo foram comparados a testemunha absoluta, observou-se que
a estirpe AZ04 proporcionou um aumento de 8% no numero de folhas, e de até 7% no
namero de perfilhos.

Mais recentemente, Hungria et al. (2016) avaliaram a producao de biomassa das
forrageiras Brachiaria brizantha cv. Marandu e B. ruziziensis cv. comum inoculadas com
o0 produto comercial A. brasilense estirpes Ab-v5 e Ab-v6 em trés locais diferentes. Os
autores ndo observaram uma diferenca estatistica na producdo de biomassa entre o0
tratamento nitrogenado e o tratamento sem adicdo de N-fertilizante. Em contraste, a
inoculagdo em associagio com a adubacéo nitrogenada (40 kg de N ha™) proporcionou
um aumento na producéo de 24,7%, 29,6% e 24,5% em B. brizantha, e de 23,3%, 13,0%
e 17,4% em B. ruziziensis cultivadas na regido de Londrina, Ponta Grossa e Trés Lagoas,
respectivamente, quando comparado ao tratamento controle absoluto. Em B. decumbens
a inoculacéo das sementes com o mesmo produto comercial também contribuiu de forma
positiva no desenvolvimento e producdo da forrageira, com aumento na altura de plantas,
namero de perfilhos, producdo de matéria seca da parte aérea e matéria seca de raiz
quando associado com nitrogénio até a dose de 100 kg de N ha* (FERNANDES, 2016).
Ja Gomes (2017) ao avaliar a producdo de biomassa de 14 genoétipos das forrageiras
Brachiaria brizantha, B. decumbens, B. ruziziensis, B. humidicula e hibridos de
Brachiaria spp. observou que a inoculagdo de A. brasilense estirpe Sp245 proporcionou
um aumento de biomassa de alguns gendtipos, sendo de até 14% na B. brizantha e na B.
humidicula e de até 26 % nos hibridos de B. spp em relagdo ao tratamento controle.

Em revisdo realizada na década de 90, Okon e Labandera-Gonzales (1994)
relataram um aumento na massa seca em Penisetum americanum, P. purpureum, Panicum
maximum e Digitaria decumbens quando inoculado com a bactéria diazotrofica A.
brasilense estirpe Cd. Bouton e Zuberer (1979) também observaram que a inoculagéo de
Panicum maximum com A. brasilense (estirpe 13t) promoveu uma maior quantidade de
massa seca (4,2 g planta™®) em relacdo ao tratamento controle (3,0 g planta?). Amaral
(2017) ao avaliar o efeito da inoculacdo de A. brasilense (Sp245) em Paspalum regnellii,
P. atratum cv. Pojuca e P. malacophyllum observou que a inoculacdo desta estirpe sé
proporcionou um incremento de biomassa no gendétipo Paspalum regnellii em relacéo ao
tratamento controle.

Ficagna e Gai (2012) avaliaram o uso de diferentes doses de inoculacdo com A.
brasilense em pastagens de Tifton 85 (Cynodon spp.) submetidos a diferentes épocas de
corte. Os autores observaram que nao houve diferenca significativa no acimulo de massa
seca das plantas inoculadas em relacdo ao tratamento nitrogenado, sugerindo que 0 uso
da bactéria pode ser uma alternativa para a substituicdo do fertilizante nitrogenado em
busca de reducédo dos custos.

Além dos resultados promissores observados com a inoculacdo do género
Azospirillum em pastagens, a inoculacdo com bactérias deste género tem promovido
resultados positivos em gramineas produtoras de graos. Por exemplo em cultivares arroz,
foi observado que o tratamento inoculado com A. brasilense estirpes Abv5 e Abv6
proporcionou um incremento de até 22% nos grdos em relacdo ao controle absoluto
(FERREIRA et al. 2015; RODRIGUES et al., 2015; GARCIA et al., 2016). Ja a
inoculacdo dessas estirpes em cultivares de milho proporcionou um incremento de até
30% na produtividade e de até 20% na massa seca em relacdo ao controle absoluto
(Hungria et al., 2010; Braccini et al., 2012); MAZZUCHELLI et al., 2014; MUMBACH
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etal., 2017). Paraa cultura do trigo, a inoculacdo com as estirpes Ab-V5 e Ab-V6 resultou
no incremento da produtividade de até 31% e de até 49,5% na massa seca em comparagao
com o controle (HUNGRIA et al., 2010; FUKAMI et al., 2016; MUMBACH et al., 2017).

Os resultados obtidos no Experimento em casa de vegetagéo Il (Inoculagéo por
aspersdo foliar) mostraram que a inoculacao por aspersao foliar ndo foi muito eficiente
para ambos 0s gendétipos. O genotipo Marandu inoculado na semente com a estirpe
NRB214 apresentou acumulos superiores de massa seca e N da parte aérea do que o
tratamento controle enquanto que inoculagéo por asperséo foliar desta estirpe promoveu
reducdo de biomassa e N em relacdo ao controle absoluto. Assim como no presente
estudo, Galindo et al. (2015) observaram que a inoculagéo via foliar com Azospirillum
brasilense ndo afetou a altura de planta, comprimento de espiga, numeros de espiguetas
por espiga e de grdos chochos, massa de 100 grdos, numero de espigas por metro e a
produtividade de gréos de trigo irrigado. Ja no estudo realizado com hibridos de milho foi
observado que a inoculacgdo de A. brasiliense estirpe Abv5 por aspersédo foliar apresentou
incremento de 36 % na producdo de graos em relacdo ao controle, porém a inoculacéo
desta estirpe na semente obteve um maior incremento (42%) (MARTINS et al., 2012). O
estudo comparativo realizado por Costa et al. (2015) de inoculacdo com A. brasilense
(Ab-V5 e Ab-V6) via sementes e aspersdo foliar na cultura de milho hibrido 30S31
(Pioneer) cultivado no Cerrado mostrou que a inoculacdo via semente promoveu uma
maior producdo de massa seca do colmo e da raiz, altura de insercéo da espiga, peso de
mil gréos e produtividade de grdos em relacdo a inoculacdo via aspersao foliar. Baseado
nesses resultados e no presente estudo é possivel afirmar que a inoculacao via semente é
mais eficiente do que a inoculacdo via aspersdo foliar. Entretanto, estudos adicionais
devem ser realizados com estas estirpes e gendtipos visando avaliar o efeito de doses de
inoculo, épocas de aplicacao, etc.

E possivel que muitos dos efeitos observados por essas bactérias diazotroficas nas
forrageiras, gramineas produtoras de grdos e nos genétipos de Brachiaria do presente
estudo sejam atribuidos as atividades funcionais das estirpes tais como a producéo, pela
bactéria, de sideroforos, de fitormonios, solubilizacdo de fosfato inorganico e 6xido de
zinco, capacidade celulolitica, e ao processo de fixagdo bioldgica de N conforme citado
por diversos autores (CAVALLET et al., 2000; VERMA et al., 2001; VESSEY, 2003;
PEDRAZA, et al., 2004; REIS JUNIOR et al., 2004; PEDRINHO et al., 2010; VIDEIRA
etal., 2012; ESTRADA et al., 2013; Jl et al., 2014).

Um resumo das capacidades funcionais da estirpe com melhor desempenho em
associacdo com cada genotipo de Brachiaria é apresentado na TABELA 15. Todas estas
estirpes consideradas promissoras apresentaram tanto a capacidade de producdo de
sideréforos como a capacidade celulolitica, exceto as estirpes NRB043, NRB200,
NRB142, NRB153 e NRB045 que apresentaram somente uma delas (TABELA 15).
Bactérias com estas capacidades podem beneficiar seu hospedeiro impedindo a
proliferacdo de patdgenos ao redor das raizes, por meio da captacéo de ferro no ambiente
rizosférico (VESSEY, 2003) ou pela degradacéo das células da parede celular com a acéo
de enzimas tais como R-1,4 glucanases, levando a lise da parede celular e
consequentemente a morte do patdgeno (DOBBELAERE et al., 2003). Além destas duas
capacidades funcionais, as estirpes NRB085, NRB214 e NRB088 também apresentaram
as capacidades de solubilizacao de fosfato inorganico e 6xido de zinco. A estirpe NRB043
também apresentou estas duas capacidades funcionais, ja as estirpes NRB224, NRB103
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Tabela 15. Caracteristicas funcionais das estirpes diazotréficas isoladas que apresentaram a melhor interagdo com os gendtipos na producao de
massa seca total da planta e N total acumulado na planta em experimento conduzido em casa de vegetacdo e, o percentual de incremento em
relacdo ao tratamento controle absoluto.

(%) Incremento em

Gendtipo Estirpe Origem Similarida/de_ do 16S rRNA Capacidade funcional relacéo ao
com as especies do GenBank Controle
Sid Pi Zn CMC AIA nifH Massaseca N total
Xaraés NRB224 Homologa Azospirillum lipoferum +  + - + - + 15,3 37,8
Paiagués NRB043 Homdloga Phytobac?e.r diazotrqphicus + o+ o+ - - + 8,5 -
NRB103 Homologa Azospirillum melinis +  + - + + + - 4,7
Piata NRB200  Heterdloga Azospirillum brasilense - - - + - + 0 0
Marandu NRB142 Homdloga Paraburkholderia silvatlantica + o+ - - - + 7,1 20,6
B140 NRB088  Heterdloga Azospirillum lipoferum + + o+ + + + 76,9 54,3
Ipyporé NRB085  Heterdloga Azospirillum lipoferum + + O+ + + + 23,5 22,7
Mulato 11 NRB098  Heterdloga Azospirillum lipoferum + o+ - + - + 2,8 -
NRB214  Heterdloga Azospirillum formosense + + o+ + - + - 13,6
Basilisk NRB214  Heterdloga Azospirillum formosense + o+ o+ + - + 9,4 9,4
Tupi NRB046  Heterdloga Nitrospirillum amazonense + - - + - + 13,2 -
NRB096 Homologa Bacillus safensis + -+ + - + - 11,9
H.comum  NRBO041 Homdloga Nitrospirillum amazonense + - - + - + 13,3 19,6
Llanero NRB153  Heterdloga N_itrosp_ir_ilum amazonense + - - - - + -5,4 -
NRB045  Heterdloga Nitrospirillum amazonense + -+ - - + - -2,1
H47 NRBO085  Heterdloga Azospirillum lipoferum + + o+ + + + 16,9 13,9

(+) positivo e (-) negativo para as caracteristicas funcionais.
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e NRB153 sé possuem a capacidade de solubilizar fosfato inorgénico, e as estirpes
NRBO096 e NRB045 somente solubilizam 6xido de zinco.

Levando em consideragédo que o fésforo e o zinco sdo alguns dos nutrientes mais
limitantes do crescimento vegetal, e que em solos tropicais a sua disponibilidade € muito
baixa (SOUCHIE et al., 2007), e grande parte do fosforo e zinco aplicados no solo por
meio de fertilizantes, acabam se tornando indisponiveis para as plantas, por serem
rapidamente imobilizados por ions de ferro e aluminio em solos &cidos e por ions de calcio
em solos alcalinos (MOREIRA et al., 2010), estirpes bacterianas com estas capacidades
se tornam interessantes para composi¢do de um inoculante

Em relacdo a produgdo de &cido indol acético (AlA), somente as estirpes
promissoras NRB085, NRB088 e NRB103 apresentaram esta capacidade (TABELA 15).
Ja é sabido que estirpes capazes de produzir AIA podem promover o crescimento vegetal
aumentando o comprimento das raizes, numero de pélos radiculares, proliferacdo das
raizes secundarias, e também estimulam a germinacdo das sementes (GLICK, 2012).
Além disso, tem papel importante no controle de doencas (KAZAN E MANNERS 2009;
TIAN et al., 2017), uma vez que que as auxinas podem atuar na sinalizagéo do processo
de defesa da planta (SHIGENAGA E ARGUESO, 2016).

A analise dosganhos obtidos para algumas estirpes consideradas promissoras para
cada genotipo de Brachiaria em relacdo ao controle absoluto mostrou valores de até 76,9
% no acimulo de massa seca e de até 54,3 % no N acumulado nos tecidos da planta
(TABELA 15). Esses valores % correspondem a uma dose aproximada equivalente a 70
kg N ha! quando estimados em relagdo ao tratamento nitrogenado (100 kg N ha). Estes
valores sdo superiores aos encontrados por Hungria et al. (2016), onde a inoculacdo junto
com a adubagcéo nitrogenada (40 kg N ha) proporcionou um ganho de até 29,6 % na
massa seca e de até 15,9% de N acumulado em relacdo ao controle absoluto. Estes autores,
sugerem ainda, que o tratamento com inoculagdo pode substituir uma dose de 40 kg N ha"
!, E importante lembrar que os valores estimados acima s&o baseados em experimento
realizado em casa-de-vegetacao cujas condi¢cdes de manejo sdo bem mais controladas do
que a campo. Por outro lado, foi observado genotipos que ndo apresentaram resposta a
inoculagéo para algumas estirpes seja no acumulo de biomassa ou de N total. Reis Junior
et al. (2008) também observaram efeito negativo da inoculacdo de N. amazonense estirpe
LIV 205 em dois hibridos de milho.

Apesar de ndo ter sido avaliado a contribui¢cdo da FBN devido a inoculacdo no
presente estudo, sabe-se que naturalmente esta taxa varia de 15-25 kg ha-1 ano-1 de N
nas pastagens de gramineas (BODDEY e VICTORIA, 1986; MIRANDA et al., 1990).
Apesar de ser considerada baixa, é de suma importancia, uma vez que uma unidade
animal de um bovino (450 kg peso vivo) acumula em média 10 kg N, e dependendo do
manejo impregado na pastagem, é possivel que a quantidade de N fixada seja suficiente,
inclusive para repor as perdas de N das excretas dos animais, aumentando a longevidade
do sistema produtivo, desde que seja feita a reposicdo dos outros nutrientes, como P e K
(URQUIAGA et al., 2010). Portanto, os incrementos observados acima para alguns
genotipos podem suprir parte do N necessario para manter a longevidade das pastagens e
a producao bovina.

Em resumo, os resultados sugerem que a utilizacdo de inoculantes contendo essas
bactérias pode ser uma alternativa na reducdo do fertilizante nitrogenado na busca de
diminuicdo dos custos em pastagens com Brachiaria. Além disso, é uma tecnologia
limpa, que contribui para a sustentabilidade das atividades agropecuarias no Brasil, sem
comprometer 0 meio ambiente e consequentemente ajudard o pais a atingir seus
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compromissos mundiais na reducao de emissdo de gases de efeito estufa e as mudancas
climéticas globais conforme assumido na COP15 (PLANO, A. B. C.; 2012).
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5- CONCLUSAO

Alguns genotipos de Brachiaria estudados apresentaram resposta positiva a
inoculagdo com as bactérias diazotroficas em relagéo ao controle absoluto;

Todos os genotipos adubados com N mineral apresentaram rendimento de
producdo de biomassa e N total superiores aos tratamentos inoculados, exceto o genotipo
Tupi.

A B. brizantha cv B140 foi a que apresentou o maior acumulo de massa seca e
Ntotal da planta quando inoculada com Azospirillum lipoferum estirpe NRB088 em
relagdo ao controle absoluto.

A inoculacdo com estirpes consideradas homdlogas (isoladas do préprio gendtipo
de Brachiaria), proporcionou um acumulo de massa seca e Ntotal da planta superior ao
do tratamento inoculado com a estirpe controle Sp245, excec¢do feita aos gendtipos B.
decumbens cv Basilisk e B. humidicula cv H47.

Foi observada uma aparente especificidade na interacdo planta-bactéria nos
genotipos Tupi, Humidicula comum, Xaraés, Paiaguas e Marandu.

A inoculacdo via foliar da estirpe NRB085 no genotipo Basilisk e da estirpe
NRB214 no gendtipo Marandu néo foram eficientes

A inoculacdo de bactérias diazotréficas em gendtipos de Brachiaria, podem ser
apontadas como uma alternativa sustentavel e economicamente vidvel para a substituicao
parcial das adubacdes nitrogenadas.
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Anexo A. Solucdo salina para dilui¢do seriada

KoHPO 4, Y0 ] IR K0 Iml
MQgSO4.7H20......ccoiieiiieie SOLL090. et 0,5ml
NACl...oooiiiiiiie e Y01 K0 0,5ml
FEEDTA. ..o SOLL,64%0.....ccccciieiciiee i Iml
Sol. de micronutrientes para meio de CUltUra..........cooveiiiie i 0,5ml

Ajustar o pH para 6,5com solugdo de H2SO4a 5 %,
Completar para 1000ml com &gua destilada
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Anexo B. Meio NFB

ACIAO MALICO. . .....vevececeeeeeeeeete ettt s sttt n et s et s 59
KoHPO4....ocviiiiiiec SOLL090. e 5mi
MQSO4.7TH20.....ccoiiiiiiine SOLL090. e 2ml

NACL..ciiiiiiiiec s SOLL0Y0 et iml
CaCl2.2H20.....coevieeiececiee SOLLD. et 2mi

Azul de bromotimol sol. 0,5% em 0,2N de KOH..........c.ccooiiiiiiinenc e 2ml
FEEDTA. ..o, SOLL,64%0.....ccciiiiiiiiieiciee e Aml
Sol. de micronutrientes para meio de Cultura............cccoevveveeie e s 2ml
Vitamina para Meio A8 CUITUIA. ......cuoiviiiiiiisi s Iml
KO H bbb bbbt b bbb 4,5¢
Extrato de levedura (p/ Meio SOlI0).........coeriiiiiiiiereee e 50mg

Ajustar o pH para 6,5;
Completar para 1000ml com agua destilada;
Adicionar o Agar:
Meio SOldO.......cccccevevreieeiecee, 15¢/L
Meio semi-solido........cccceevveeivennee. 1,50/L
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Anexo C. Meio LGI

AGUCAT CHISEAL ... e
KoHPO4..oocieeec e SOL10%0..c..civeiieieieee e
KHPO4....coiiiiiiiiie SOL.10%0.....cueiiiiieieie e
MQgSO4.7H20......ccoiiiiiiiiiiee SOL10%0.....ccviiieecie e,
CaCl2.2H20.....coeviiiiicecveee SOL1%0. i
NazM00O4.2H20.....ccveivieiiiiiivee, SOL.0,1%0. ..o,
Azul de bromotimol sol. 0,5% em 0,2N de KOH.............cccceoenee.
FEEDTA ..o SOL.1,64%.....ccceiiiiiiniiiiniaiienn
Vitamina para meio de CUltUra.........coceveiiiiiinieicecee s
Extrato de levedura (p/ meio sOlid0)........cccvevveiviveiieieeie e,

Ajustar o pH para 6,0 — 6,2 com H>SO4 so0l.5%;
Completar para 1000ml com &gua destilada;
Adicionar o0 Agar:
Meio SOlidO........cceovririiiiie 15g/L
Meio semi-solido................ccccueneee. 1,50/L
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Anexo D. Meio Batata

Batata COZITA .......veeeeeiece e 200g
ACIHO MELICO...... .ottt sttt 2,50
F oo o 1] | SRS PRPSPSRS 2,5¢
Sol. de micronutrientes para meio de CUltura............ccoeveveeii e 2ml
Vitamina para Meio de CUTTUIA. .........ooiiiiiiieieeee s iml

Pesar os 200 g de batata e cozinhar em &gua destilada durante 30 minutos.
Paralelamente o acUcar cristal, o micronutriente e a vitamina em 50 ml de agua destilada
com 2 gotas de azul de bromotimol sol. 0,5% em 0,2 N de KOH. Filtrar a batata em
algodé&o e juntar a solugcdo preparada anteriormente ao filtrado. Completar o volume
para 1000 ml. Adicionar e ajustar o pH com &cido acético até atingir pH 5,5.
Adicionar 15g L* de agar para solido.
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Anexo E. Analise de similaridade de isolados de Brachiaria baseado no sequenciamento parcial do gene 16S rRNA

Isolado Cultivar Tecido 16S rDNA (maior % sim.) Acesso % sim
NRBO001 X009 SR Azospirillum formosense NR_117483.1 99
NRBO002 X009 SR Azospirillum formosense NR_117483.1 99
NRBO003 X009 SR Azospirillum formosense NR_117483.1 99
NRB004 X009 RND Azospirillum formosense NR_117483.1 99
NRBO005 X009 RND Azospirillum formosense NR_117483.1 99
NRB006 X009 RND Rhizobium pusense NR_116874.1 99
NRBO007 X009 RND Stenotrophomonas pavanii NR_118008.1 99
NRBO008 H31 RND Stenotrophomonas pavanii NR_118008.1 99
NRB009 X009 RND Rhizobium pusense NR_116874.1 99
NRBO010 X009 RND Rhizobium pusense NR_116874.1 99
NRBO11 X009 RND Azospirillum formosense NR_117483.1 98
NRB012 X009 RD Rhizobium pusense NR_116874.1 99
NRBO013 D24/27 RND Stenotrophomonas panacihumi NR_117406.1 99
NRBO014 A-2 RND Kosakonia sacchari NR_118333.1 99
NRBO015 D24/45 SR Pseudomonas knackmussii NR_121733.1 99
NRB016 A-2 RND Nitrospirillum amazonense NR_104981.1 99
NRBO17 D24/45 SR Rhizobium pusense NR_116874.1 99
NRB018 D24/45 SR Azospirillum formosense NR_117483.1 99
NRBO019 X009 RND Azospirillum formosense NR_117483.1 98
NRB020 X009 SR Azospirillum formosense NR_117483.1 99
NRBO021 Humid. Comum SR Pseudomonas nitritireducens NR_113601.1 99
NRBO022 D24/27 RND Azospirillum melinis NR_043483.1 98
NRBO023 D24/27 RD Rhizobium pusense NR_116874.1 99
NRB024 D24/27 SR Azospirillum lipoferum NR_117481.1 99
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645320227?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=18RCWNHM013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645320227?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=18W3WGDD013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645320227?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8C9RV28Z014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645320227?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8CATV7XS015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645320227?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8ERJKNBP014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560814
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116874.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=KREHA000014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645320911?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8EU8KFNC015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645320911?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8EU9THYV014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/636560814?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8EUF6KYY014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560814
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116874.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=KREHA000014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645320227?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=KZSU2EJK014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560814
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116874.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=KREHA000014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645320125?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=18UTGGN0013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645321345?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=18V3JBFH013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/659364778?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=18VBGECD016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/559795388?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8C6XDE55015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/636560814?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8C6ATPK7015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645320227?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=KU36HYZT014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645320227?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8C6BSMT8015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_117483.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=AATY2VV201R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_113601.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5867ZDZU015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343202979?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=18WZ6NHP013
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560814
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116874.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=KREHA000014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645320224?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8C6CZBZ3015

NRBO025
NRB026
NRBO27
NRB028
NRB029
NRBO030
NRBO031
NRB032
NRBO033
NRB034
NRB035
NRBO36 A
NRB036 B
NRBO037
NRBO038
NRB039
NRB040
NRBO041
NRB042
NRB043
NRB044
NRBO045
NRBO046
NRBO047
NRB048
NRB049

A-2
Humid. Comum
Humid. Comum

B001

D24/27
X009
Ipyporé
D24/45
H31
H31
Paiaguéas
A-2
A-2
Ipypora
Piata
X009
Paiaguéas
Humid. Comum
X009
Paiaguéas
X009
Paiaguéas
Mulato Il
Humid. Comum
H31
79-10

SR
SR
RND
SR
SR
SR
RND
RD
RND
RND
RND
RD
RD
RD
RD
RD
SR
SR
RD
RND
RD
RND
RND
SR
SR
SR

Azospirillum lipoferum

Azospirillum lipoferum

Azospirillum lipoferum
Bacillus aerius
Bacillus aerius
Bacillus aerius
Bacillus aerius

Stenotrophomonas maltophilia

Azospirillum lipoferum
Azospirillum lipoferum
Azospirillum lipoferum
Azospirillum lipoferum
Azospirillum lipoferum
Azospirillum oryzae
Azospirillum lipoferum
Nitrospirillum amazonense
Nitrospirillum amazonense
Nitrospirillum amazonense
Nitrospirillum amazonense
Phytobacter diazotrophicus
Nitrospirillum amazonense
Nitrospirillum amazonense
Nitrospirillum amazonense
Nitrospirillum amazonense
Nitrospirillum amazonense
Nitrospirillum amazonense

NR_117481.1
NR_117481.1
NR_116846.1
NR_118439.1
NR_118439.1
NR_118439.1
NR_118439.1
NR_041577.1
NR_114058.1
NR_117481.1
NR_114058.1
NR_117481.1
NR_117481.1
NR_117482.1
NR_116846.1
NR_104981.1
NR_104981.1
NR_104981.1
NR_104981.1
NR_115869.1
NR_104981.1
NR_104981.1
NR_104981.1
NR_104981.1
NR_104981.1
NR_104981.1

99
98
98
99
99
99
99
99
99
99
98
99
99
98
98
99
98
99
99
99
99
99
99
99
99
99
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645320224?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=18X4CJV6013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645320224?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8C9GXXH7015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/636560786?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=KU3R72GR014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645321485?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=18X9DVPS016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645321485?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=18XF54CM016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645321485?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VD2CWJ3T016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645321485?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=18XUDAMT013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343200890?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8C9UY0BA014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/631252860?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8C9VRJNB014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645320224?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=18Y15AKU016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/631252860?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=8C9WGR2Z014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645320224?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=18Y7E1DT013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645320224?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=18YAUV8P016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_117482.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=586BF80X015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/636560786?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8C9X8AV5015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/559795388?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8CADB23H014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/559795388?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8CAUVU9T014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/559795388?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8CAVPUZH015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/559795388?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=KU3SWR11014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/636559809?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=KU3UHH9J014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/559795388?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8CAWZMV1015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_104981.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=6WMT498J013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/559795388?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8CC6HM9E014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/559795388?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8CC7A962014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/559795388?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=KV449R81014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/559795388?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8CC8107B014

NRBO050
NRBO51
NRB053
NRBO054
NRBO055
NRBO058
NRBO059
NRB060
NRBO61
NRBO62A
NRB062B
NRBO063
NRB064
NRBO065
NRBO066
NRBO67
NRBO068
NRBOG9A
NRB069B
NRBO70
NRBO71
NRBO72
NRBO73A
NRB073B
NRBO74
NRBO075

A-2
Mulato 1l
X009
Paiaguéas
H31
D24/27
79-10
H31
D24/27
A-2
A-2
A-2
D24/45
D24/27
X009
X009
D24/27
H31
H31
X009
Mulato 1l
D24/45
D24/45
D24/45
Piata
79-10

RD
RD
RND
RND
RD
RD
RND
SR
SR
SR
SR
SR
SR
SR
RD
RND
RND
RD
RD
SR
RD
SR
RND
RND
RND
RND

Bacillus aerius
Nitrospirillum amazonense
Nitrospirillum amazonense
Nitrospirillum amazonense
Nitrospirillum amazonense

Pseudomonas cremoricolorata
Bacillus aerius
Lysinibacillus fusiformis
Nitrospirillum amazonense
Nitrospirillum amazonense
Nitrospirillum amazonense
Nitrospirillum amazonense
Nitrospirillum amazonense
Nitrospirillum amazonense
Stenotrophomonas panacihumi
Rhizobium pusense
Stenotrophomonas panacihumi
Rhizobium endolithicum
Bacillus aerius
Azospirillum formosense
Azospirillum formosense
Stenotrophomonas maltophilia
Azospirillum formosense
Azospirillum formosense
Azospirillum brasilense
Pseudomonas nitritireducens

NR_118439.1
NR_104981.1
NR_104981.1
NR_104981.1
NR_104981.1
NR_113855.1
NR_118439.1
NR_112569.1
NR_104981.1
NR_104981.1
NR_104981.1
NR_104981.1
NR_104981.1
NR_104981.1
NR_117406.1
NR_116874.1
NR_117406.1
NR_133842.1
NR_118439.1
NR_117483.1
NR_117483.1
NR_041577.1
NR_117483.1
NR_117483.1
NR_042845.1
NR_133020.1

99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
97
99
99
99
99
99
99
98
99
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645321485?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=18YFN8C5016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/559795388?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8ER61JZN015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/559795388?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8ER727KE014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/559795388?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8ER7WXSE015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/559795388?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8ER94E3B014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/631252657?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=KZSW0F40014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645321485?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=1E6H0S65014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/631251372?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=1E6HW292014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/559795388?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8ERV99US014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/559795388?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8ERW31V5014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/559795388?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8ERWVY1F015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/559795388?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=KZTBPG5X014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/559795388?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8EU38ZWN015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/559795388?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=KZTNGE0S015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645320125?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=1E6SRJ8A014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560814
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116874.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=KREHA000014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645320125?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=KZTS1CNM014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/959494988?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VD2MBE5V014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645321485?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VD2NBPUD016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645320227?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=1E75D0ZX014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645320227?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=1E769US3015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343200890?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VD2ZJAM8014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645320227?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=1E7GJM65014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645320227?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=1E7HDUP3014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_042845.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=63UJBPYG014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_133020.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=586EBNJ4015

NRBO76
NRBO77
NRB078
NRBO79
NRB080
NRBO081
NRB082
NRB084
NRBO085
NRB086
NRB087
NRB088
NRB089
NRBO090
NRBO091
NRB092
NRB093
NRB094
NRB095
NRBO096
NRB097
NRBO098
NRBO099
NRB100
NRB101
NRB102

Ipypora
79-10
D24/45
Mulato 1l
D24/27
Xaraés
79-10
X009
Humid. Comum

Ipyporé
Mulato 11

Ipypora
H47
B001
B140
Basilisk
Tupi
B140
Tupi
Tupi
R134
Basilisk
Basilisk
B001
D24/45
D24/27

RND
SR
RD

RND
SR

RND
SR
SR

RND
SR
RD

RND

RND
SR
SR

RND
RD
RD
RD
RD
RD
RD

RND

RND
SR

RND

Bosea thiooxidans
Azospirillum lipoferum
Stenotrophomonas maltophilia
Pseudomonas hibiscicola
Azospirillum lipoferum
Stenotrophomonas maltophilia
Azospirillum formosense
Azospirillum formosense
Azospirillum lipoferum
Azospirillum lipoferum
Azospirillum oryzae
Azospirillum lipoferum
Azospirillum formosense
Azospirillum lipoferum
Azospirillum oryzae
Azospirillum oryzae
Pseudomonas geniculata
Pseudomonas kuykendallii
Sphingobium yanoikuyae
Bacillus safensis
Azospirillum lipoferum
Azospirillum lipoferum
Azospirillum lipoferum
Azospirillum lipoferum
Stenotrophomonas maltophilia
Stenotrophomonas maltophilia

NR_114668.1
NR_117481.1
NR_041577.1
NR_024709.1
NR_114058.1
NR_041577.1
NR_117483.1
NR_117483.1
NR_116846.1
NR_116846.1
NR_114059.1
NR_117481.1
NR_117483.1
NR_117481.1
NR_114059.1
NR_114059.1
NR_024708.1
NR_118155.1
NR_113730.1
NR_113945.1
NR_117481.1
NR_114058.1
NR_117481.1
NR_116846.1
NR_041577.1
NR_041577.1

99
98
99
99
99
99
99
99
98
98
99
98
99
98
99
99
99
99
99
99
98
99
99
98
99
99

134


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/636558611?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=1E7PE4KM014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645320224?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=KZU4AW47015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_041577.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=DJ1VAUVT014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/219856890?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=1E7RBZN4015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/631252860?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=KZU5N3H8014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_041577.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=586HCBNZ015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645320227?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=1E7X90CJ014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_117483.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=63USZ60M014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/636560786?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=KU2FTYPY014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/636560786?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=1E7XY5U0014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_114059.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=69PZU68M014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_117481.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=9G2D591M014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645320227?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=KZU6ZWSZ014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645320224?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=KZUGFEBF014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/631252861?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=KZUHKA57014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/631252861?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=KV457E7D014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/219856889?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=KZVCPS4X015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645321108?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=KV462M3X014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/631252532?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=1E83F8Z8014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/631252747?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=KV4ESKUC015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645320224?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=1E84CM3W015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/631252860?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=KZVKGPBH015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645320224?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=1E854JCX014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/636560786?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=18S6NRWY013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343200890?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VCYBDPAJ01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343200890?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=82B310K7014

NRB103
NRB104
NRB105
NRB106
NRB107
NRB108
NRB109
NRB111
NRB113
NRB114
NRB115
NRB116
NRB119
NRB120
NRB121
NRB122
NRB123
NRB124
NRB125
NRB126
NRB127
NRB128
NRB129
NRB130
NRB131
NRB132

Paiaguéas
79-10
79-10
79-10

Mulato 1l

Mulato 1l

Humid. Comum
Ipyporé
79-10

H31

Piatd
B140
B140
Basilisk
Basilisk
Basilisk
B140
H47
D24/2
D24/27
D24/27
D24/27
A-2
A-2
D24/27

RND
RND
RND
RND
SR
SR
RND
SR
SR
SR
RD
SR
RND
RND
RND
RND
RND
RD
RND
RND
SR
RND
SR
RND
RND
RD

Azospirillum melinis

Pseudomonas nitritireducens

Bacillus safensis
Azospirillum lipoferum
Bacillus safensis
Bacillus aryabhattai
Azospirillum brasilense

Paraburkholderia silvatlantica

Nitrospirillum amazonense
Bacillus cereus
Nitrospirillum amazonense
Nitrospirillum amazonense
Nitrospirillum amazonense
Nitrospirillum amazonense
Nitrospirillum amazonense
Nitrospirillum amazonense
Nitrospirillum amazonense

Paraburkholderia silvatlantica

Nitrospirillum amazonense
Nitrospirillum amazonense
Herbaspirillum seropedicae
Nitrospirillum amazonense
Nitrospirillum amazonense
Nitrospirillum amazonense
Rhizobium pusense
Nitrospirillum amazonense

NR_043483.1
NR_133020.1
NR_113945.1
NR_117481.1
NR_113945.1
NR_115953.1
NR_042845.1
NR_043306.1
NR_104981.1
NR_074540.1
NR_104981.1
NR_104981.1
NR_104981.1
NR_104981.1
NR_104981.1
NR_104981.1
NR_104981.1
NR_043306.1
NR_104981.1
NR_104981.1
NR_114142.1
NR_104981.
NR_104981.1
NR_104981.1
NR_116874.1
NR_104981.1

98
99
99
99
99
99
98
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343202979?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=18T9T5G0013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_133020.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5706EUZP015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/631252747?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=18TKK2D2013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645320224?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=82B3Y5KA014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/631252747?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=18TY4TPC013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/636559893?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=82B4S905014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343198548?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=18U2CNCA016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343198696?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=18UA944U013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/559795388?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=82BKA51V015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444304116?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=18UB64JY016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/559795388?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=18UK8VB8013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/559795388?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=82BM5SCC014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/559795388?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=82BN5CZU015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/559795388?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=82BP0ABZ014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/559795388?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=82BYCZPC014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/559795388?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=82BZEY2Z014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/559795388?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=82C0KPFD014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_043306.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=570B1MC5014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/559795388?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=82C1BGD6015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/559795388?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=82C8R9TG014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/631252944?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=82CA4BZP014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/559795388?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=82CB35CG014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/559795388?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=82CCDE6A014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/559795388?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=82E9B25F014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/636560814?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=82EA71WU015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/559795388?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=82EPU743015

NRB133
NRB134
NRB135
NRB137
NRB138
NRB139
NRB140
NRB141
NRB142
NRB143
NRB144 A
NRB144 B
NRB145
NRB146
NRB147
NRB148
NRB149
NRB150
NRB151
NRB152
NRB153
NRB154
NRB155
NRB156
NRB157
NRB158

D24/45
H47
B001
H47
D24/27
Basilisk
Tupi
B001
Marandu
B001
H47
H47
B001
Piatd
Paiaguas
Ipyporé
Humid. Comum
79-10
79-10
H31
Xaraés
Ipypora
79-10
X009
Xaraés
B140

SR
RND
RND
RND
RND
RND

SR

RD
RND
RND
RND
RND

RD
RND
RND

RD

RD

RD

RD

RD

RD

RD
RND

RD
RND
RND

Pseudomonas knackmussii
Nitrospirillum amazonense
Nitrospirillum amazonense
Nitrospirillum amazonense
Gluconacetobacter diazotrophicus
Kosakonia sacchari
Nitrospirillum amazonense
Bacillus cereus
Paraburkholderia silvatlantica
Nitrospirillum amazonense
Nitrospirillum amazonense
Nitrospirillum amazonense
Nitrospirillum amazonense
Nitrospirillum amazonense
Nitrospirillum amazonense
Nitrospirillum amazonense
Nitrospirillum amazonense
Nitrospirillum amazonense
Nitrospirillum amazonense
Gluconacetobacter diazotrophicus
Nitrospirillum amazonense
Nitrospirillum amazonense
Nitrospirillum amazonense
Pseudomonas psychrotolerans
Nitrospirillum amazonense
Nitrospirillum amazonense

NR_121733.1
NR_104981.1
NR_104981.1
NR_104981.1
NR_074284.1
NR_118333.1
NR_104981.1
NR_074540.1
NR_043306.1
NR_104981.1
NR_104981.1
NR_104981.1
NR_104981.1
NR_117477.1
NR_104981.1
NR_117477.1
NR_104981.1
NR_104981.1
NR_104981.1
NR_074284.1
NR_104981.1
NR_104981.1
NR_104981.1
NR_042191.1
NR_104981.1
NR_104981.1

99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/659364778?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=82EC28NR014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/559795388?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=82F3PXCE014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/559795388?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=82F4UG0H015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/559795388?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=82F5R2JX014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444303862?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VCYD2H0501R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645321345?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=82F6J84C015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/559795388?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=KU35A0AV014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444304116?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8C28BA7K015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343198696?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8C291RD2014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/559795388?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8C29ZMRU014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_104981.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=6WP5T83K016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_104981.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=9G29TARS015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/559795388?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8C2AY8H0015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645320219?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=8C2MT5KE015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/559795388?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=18VJBKE2013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645320219?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=8C2NF21F015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/559795388?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8C2P6GVU014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/559795388?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8C2R4SAD014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/559795388?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8C34GK2W014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444303862?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VCZ3N2UA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/559795388?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8C3588DD015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/559795388?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8C35Z82D015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/559795388?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8C39A3RH015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343201465?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8C3HEU8X014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/559795388?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8C3U6SAA014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/559795388?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=8C5XGGVU015

NRB159
NRB160
NRB161
NRB162
NRB163
NRB166
NRB167
NRB168
NRB169
NRB170
NRB171
NRB172
NRB173
NRB174
NRB175
NRB176
NRB177
NRB178
NRB179
NRB180
NRB181
NRB182
NRB183
NRB184
NRB185
NRB186

D24/45
Ipyporé
Xaraés
D24/45
D24/45
D24/45
D24/27
X009
Paiaguéas
H31
D24/27
D24/27
Mulato Il
79-10
79-10
79-10
Paiaguéas
Piata
H31
A-2
Ipyporé

Ipypora
X009

Piata
Paiaguéas
A-2

RD
RND
RND

RD

RD

RD

RD
RND
RND
RND

SR

SR
RND

SR
RND

RD

SR

RD
RND

RD

RD

RD
RND

SR
RND
RND

Nitrospirillum amazonense
Nitrospirillum amazonense
Nitrospirillum amazonense
Nitrospirillum amazonense
Nitrospirillum amazonense
Nitrospirillum amazonense
Azospirillum formosense
Nitrospirillum amazonense
Zoogloea oryzae
Nitrospirillum amazonense
Nitrospirillum amazonense
Nitrospirillum amazonense
Nitrospirillum amazonense
Nitrospirillum amazonense
Nitrospirillum amazonense
Nitrospirillum amazonense
Nitrospirillum amazonense
Nitrospirillum amazonense
Nitrospirillum amazonense
Nitrospirillum amazonense
Nitrospirillum amazonense
Rhizobium tropici
Nitrospirillum amazonense
Nitrospirillum amazonense
Nitrospirillum amazonense
Nitrospirillum amazonense

NR_104981.1
NR_104981.1
NR_104981.1
NR_104981.1
NR_104981.1
NR_104981.1
NR_117483.1
NR_104981.1
NR_114069.1
NR_104981.1
NR_104981.1
NR_104981.1
NR_104981.1
NR_104981.1
NR_117477.1
NR_117477.1
NR_104981.1
NR_104981.1
NR_104981.1
NR_104981.1
NR_104981.1
NR_102511.1
NR_104981.1
NR_104981.1
NR_104981.1
NR_104981.1

99
99
99
99
99
99
99
99
98
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/559795388?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=7WH4JXHV014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/559795388?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=18VS0GWK016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/559795388?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=7WHTS92G014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/559795388?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=7WJ1P921015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/559795388?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=7WJ8X31W014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/559795388?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=7WJG5WDD015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645320227?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VCZ9TJ5Y01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/559795388?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=7WZBUMTH014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/631252871?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=7WZCSMHN015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/559795388?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=7Z1NA6RB014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/559795388?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=7Z1YCHBR014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/559795388?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=7Z2202C9014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/559795388?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=7Z22ZARW015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/559795388?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=7Z2A7A43014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645320219?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=7Z2BHHUB014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645320219?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=7Z2H33DK014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/559795388?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=81U8HREX014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/559795388?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=81U9CENA014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/559795388?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=18VV9BZ2016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/559795388?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=81UAC89N015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/559795388?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=KZVMNVEZ014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/485099115?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VD0H3BZ6014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/559795388?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=81UPH3A0014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/559795388?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=81UT1XYX015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/559795388?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=81UU607N015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/559795388?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=81V0VT6B014

NRB187
NRB188
NRB189
NRB190
NRB192
NRB193
NRB194
NRB195
NRB196
NRB197
NRB198
NRB199
NRB200
NRB201
NRB202
NRB203
NRB204
NRB205
NRB206
NRB207
NRB208
NRB209
NRB210
NRB211
NRB214
NRB215

Mulato 1l
Xaraés
B140
D24/2
79-10
B140
Marandu
Marandu
D24/2
Marandu
Marandu
B140
Basilisk
D24/2
B140
B140

Marandu
Marandu
Basilisk
79-10
Piata
79-10
Xaraes
D24/27
X009

SR
SR
RND
RND
RND
SR
SR
RND
RND
RND
RD
RND
SR
RD
SR
SR

SR
SR
SR
RND
RND
RND
RD
SR
SR

Nitrospirillum amazonense
Zoogloea oryzae
Paraburkholderia tropica
Paraburkholderia tropica
Azospirillum oryzae
Azospirillum oryzae
Azospirillum brasilense
Azospirillum lipoferum
Ochrobactrum anthropi
Azospirillum formosense
Azospirillum lipoferum
Azospirillum lipoferum
Azospirillum brasilense
Azospirillum lipoferum
Azospirillum lipoferum
Azospirillum lipoferum
Azospirillum brasilense
Azospirillum formosense
Azospirillum formosense
Azospirillum brasilense
Azospirillum brasilense
Azospirillum formosense
Azospirillum formosense
Pseudomonas kuykendallii
Azospirillum formosense

Lysinibacillus boronitolerans

NR_104981.1
NR_114069.1
NR_028965.1
NR_028965.1
NR_117482.1
NR_114059.1
NR_042845.1
NR_114058.1
NR_074243.1
NR_117483.1
NR_117481.1
NR_114058.1
NR_042845.1
NR_116846.1
NR_117481.1
NR_117481.1
NR_042845.1
NR_117483.1
NR_117483.1
NR_114057.1
NR_042845.1
NR_117483.1
NR_117483.1
NR_118155.1
NR_117483.1
NR_114207.1

99
98
99
99
98
99
98
99
99
99
99
99
97
95
99
99
97
99
99
97
98
98
98
99
99
97
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/559795388?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VD0JYA86016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/631252871?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=81V1KMVH015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/265678660?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VD0UZNHT016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/265678660?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=VD0WC1TJ014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645320226?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=18VZ2Z0B013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/631252861?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=81V2BTX3015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_042845.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=6WSK3N0U013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/631252860?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=81V8C697014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444303821?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=81V9350T014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645320227?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=81V9ZNT9014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645320224?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=81VY461D014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/631252860?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=81VYW0FY014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343198548?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=81W07WXV014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116846.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=9G21NYHA015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645320224?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=829KCUEM014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645320224?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VD1C8VX9014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343198548?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=KZVYKR7A015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645320227?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=1E60SUCH014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_117483.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=570EGMV4014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_114057.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=89K50WMV015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343198548?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=VD1K5256014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645320227?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=KZW07YMN015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645320227?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=KZW1TMRN014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645321108?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=KZWKH2RU014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645320227?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=KZW07YMN015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_114207.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=DJ2H611F014

NRB217
NRB218
NRB219
NRB220
NRB222
NRB224
NRB225
NRB226
NRB227
NRB228
NRB230

Xaraés
79-10
Ipypora
D24/45
Xaraés
Piatd
Xaraés
Paiaguéas
Xaraés
D24/45

SR
RD
RND
SR
SR
SR
RND
RND
RD
SR

Azospirillum oryzae
Stenotrophomonas maltophilia
Stenotrophomonas maltophilia

Bosea thiooxidans
Azospirillum brasilense
Azospirillum lipoferum

Stenotrophomonas maltophilia
Azospirillum melinis
Bacillus subtilis
Azospirillum lipoferum
Azospirillum formosense

NR_114059.1
NR_041577.1
NR_041577.1
NR_041994.1
NR_042845.1
NR_117481.1
NR_041577.1
NR_043483.1
NR_113265.1
NR_114058.1
NR_117483.1

99
99
99
99
98
99
99
98
99
98
99

As abreviac@es representam: sim.: similaridade; SR: solo rizosférico; RND: raiz ndo desinfestada; RD: raiz desinfestada

139


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/631252861?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=829MCE2W014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343200890?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=VD1UGV5K016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343200890?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=VD21R2GU016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343201268?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=VD48J3GG016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343198548?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=829N8EU3014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645320224?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=KZWN795Y014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_041577.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=6Y1RT08J016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343202979?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=82ASJ0JB014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/631252067?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=KU3F1DKC015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/631252860?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=KU3GCCFH015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645320227?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=82ATGX0A014
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Anexo F Cluster de Azospirillum lipoferum detalhado da Figura 5. Arvore filogenética baseada em
sequéncias do gene 16S rRNA (~1.450bp). A filogenia foi baseada no agrupamento das sequéncias de
acordo com o algoritmo Neighbor-joining e modelo Kimura utilizando o programa MEGA®6.1. NUmeros
localizados nos ramos indicam a porcentagem de 1.000 subamostragens (bootstrap). A escala representa o
nimero de mutagdes por posi¢do dos nucleotideos. A sequéncia do gene 16S rRNA de Frankia alni foi
utilizada para o enraizamento da arvore
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Anexo G. Cluster de Azospirillum brasilense detalhado da Figura 5. Arvore filogenética baseada em
sequéncias do gene 16S rRNA (~1.450bp). A filogenia foi baseada no agrupamento das sequéncias de
acordo com o algoritmo Neighbor-joining e modelo Kimura utilizando o programa MEGA®6.1. NUmeros
localizados nos ramos indicam a porcentagem de 1.000 subamostragens (bootstrap). A escala representa o

nimero de mutagBes por posicdo dos nucleotideos. A sequéncia do gene 16S rRNA de Frankia alni foi
utilizada para o enraizamento da arvore.
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NR104981-1| Nitrospirillum amazonense strain Am 14

rNRB071
rNRB214
[ NRBO084
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NRBO089
NRBO70
NRBO18
NRB230
97 NRBO0S2
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% _11% 'NrB222
86 NR117483-1| Azospirillum formosense CC-Nib-7
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NR117483-1| Azospirillum brasilense strain ATCC29145
Anexo H. Cluster de Azospirillum formosense detalhado da Figura 5. Arvore filogenética baseada em
sequéncias do gene 16S rRNA (~1.450bp). A filogenia foi baseada no agrupamento das sequéncias de
acordo com o algoritmo Neighbor-joining e modelo Kimura utilizando o programa MEGA®6.1. NUmeros
localizados nos ramos indicam a porcentagem de 1.000 subamostragens (bootstrap). A escala representa o
nimero de mutagdes por posi¢do dos nucleotideos. A sequéncia do gene 16S rRNA de Frankia alni foi
utilizada para o enraizamento da arvore.
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26 NR117483-1| Azospirillum formosense strain CC-Nib-7

NRO42845-1| Azospirillum brasilense strain ATCC29145
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Anexo |. Cluster de Azospirillum melinis detalhado da Figura 5. Arvore filogenética baseada em
sequéncias do gene 16S rRNA (~1.450bp). A filogenia foi baseada no agrupamento das sequéncias de
acordo com o algoritmo Neighbor-joining e modelo Kimura utilizando o programa MEGA®6.1. NUmeros
localizados nos ramos indicam a porcentagem de 1.000 subamostragens (bootstrap). A escala representa o

nimero de mutagdes por posi¢do dos nucleotideos. A sequéncia do gene 16S rRNA de Frankia alni foi
utilizada para o enraizamento da arvore.
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Anexo J. Cluster de Nitrospirillum amazonense detalhado da Figura 5. Arvore filogenética baseada em
sequéncias do gene 16S rRNA (~1.450bp). A filogenia foi baseada no agrupamento das sequéncias de
acordo com o algoritmo Neighbor-joining e modelo Kimura utilizando o programa MEGA®6.1. NUmeros
localizados nos ramos indicam a porcentagem de 1.000 subamostragens (bootstrap). A escala representa o
nimero de mutagdes por posi¢do dos nucleotideos. A sequéncia do gene 16S rRNA de Frankia alni foi
utilizada para o enraizamento da arvore.
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Anexo K. Analise de similaridade de isolados de Brachiaria, selecionados para
experimento de casa de vegetagdo, baseado no sequenciamento parcial do gene nifH

ISOLADO - nifH - % sim Acesso
(maior % sim.)
NRBO037 Azospirillum lipoferum 99 DQ787334.1
NRB041 Nitrospirillum amazonense 97 CP022110.1
NRB043 Phytobacter sp. 99 CP027225.1
NRB046 Nitrospirillum amazonense 94 CP022110.1
NRBO074 Azospirillum brasilense 99 FR669134.1
NRBO081 Azospirillum brasilense 98 GU216631.1
NRB085 Azospirillum lipoferum 97 DQ787334.1
NRBO087 Azospirillum oryzae 95 AB185395.1
NRBO088 Azospirillum lipoferum 96 DQ787334.1
NRB092 Azospirillum lipoferum 99 DQ787334.1
NRB094 Pseudomonas oryzae 89 LT629751.1
NRBO096 Azospirillum lipoferum 96 DQ787334.1
NRB098 Azospirillum lipoferum 97 DQ787334.1
NRB103 Azospirillum melinis 97 GU256450.1
NRB109 Azospirillum lipoferum 99 DQ787334.1
NRB115 Nitrospirillum amazonense 96 CP022110.1
NRB140 Nitrospirillum amazonense 96 CP022110.1
NRB142 Burkholderia silvatlantica 95 EF158807.1
NRB146 Nitrospirillum amazonense 97 CP022110.1
NRB148 Nitrospirillum amazonense 97 CP022110.1
NRB153 Nitrospirillum amazonense 93 GU256445.1
NRB158 Nitrospirillum amazonense 96 CP022110.1
NRB178 Nitrospirillum amazonense 97 CP022110.1
NRB194 Azospirillum brasilense 99 FR745920.1
NRB197 Azospirillum brasilense 98 GQ161226.1
NRB200 Azospirillum brasilense 99 FR669134.1
NRB214 Azospirillum formosense 95 HM193519.1
NRB224 Azospirillum lipoferum 99 DQ787334.1
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/DQ787334.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=96896BWW014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP022110.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ABBFZV8S014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1384040395
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP027225.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=K7VGU3Z2015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP022110.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EEMMX9UA014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FR669134.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=AAVH2D5401R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/GU216631.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FV7G76ZA015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/DQ787334.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=P1CGM710015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AB185395.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=P1C9XHXP015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/DQ787334.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=AAW7R6GB01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/DQ787334.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=AAWPVHU501R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LT629751.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=P1B1MX7G014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_110734503
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/DQ787334.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=K7WCTS60015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/DQ787334.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=P1CKADJG014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/GU256450.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=P1ATWYN6015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/DQ787334.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=AB7UR9TJ014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP022110.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=AB87SRPG014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP022110.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=AB8KZMAF014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EF158807.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=AB9NY0WC014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP022110.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ABNW2JJW01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP022110.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ABNYNH0R01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/GU256445.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=12&RID=GBK2AH74014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP022110.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FVEG5UR8015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP022110.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ABR4ABBE01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FR745920.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=ABRKJKUH01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/GQ161226.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=DHS8Y28M015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FR669134.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=DHSD7GFK014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/HM193519.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=P1BSTGD2014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/DQ787334.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=G9681AKJ014

Anexo L. Identificacdo de gene nifH em isolados de Brachiaria .

Isolado nifH Isolado nifH isolado nifH Isolado nifH Isolado nifH Isolado nifH
NRBOO1 + NRB037 + NRBO73B + NRB113 + NRB152 + NRB192 +
NRB0O02 + NRB038 + NRB074 + NRB114 - NRB153 + NRB193 +
NRBO003 + NRB039 + NRBO075 - NRB115 + NRB154 + NRB194 +
NRBO004 + NRB040 + NRBO76 - NRB116 + NRB155 + NRB195 +
NRBOO5 + NRB041 + NRB0O77 + NRB119 + NRB156 + NRB19% +
NRBO006 - NRB042 + NRBO0O78 + NRB120 + NRB157 + NRB197 +
NRBO007 - NRB043 + NRB079 + NRB121 + NRB158 + NRB198 +
NRBO0O8 + NRB044 + NRB080 + NRB122 + NRB159 + NRB199 +
NRBO009 + NRB045 + NRBO081 + NRB123 + NRB160 + NRB200 +
NRBO010 - NRB046 + NRB082 + NRB124 + NRB161 + NRB201 +
NRBO11 + NRB047 + NRB084 + NRB125 + NRB162 + NRB202 +
NRBO012 + NRB048 + NRBO085 + NRB126 + NRB163 + NRB203 +
NRBO013 - NRB049 + NRB086 + NRB127 + NRB166 + NRB204 +
NRBO014 + NRBO050 - NRBO87 + NRB128 + NRB167 + NRB205 +
NRBO15 + NRB0O51 + NRB08 + NRB129 + NRB168 + NRB206 +
NRBO16 + NRB052 - NRB089 + NRB130 + NRB169 + NRB207 +
NRBO17 - NRB053 + NRB090 + NRB131 + NRB170 + NRB208 +
NRBO18 + NRB054 + NRB091 + NRB132 + NRB171 + NRB209 +
NRBO019 + NRBO055 - NRB092 + NRB133 - NRB172 + NRB210 +
NRB020 + NRBO058 - NRBO093 - NRB134 + NRB173 + NRB211 +
NRB021 - NRB059 - NRB094 + NRB135 + NRB174 + NRB212 +
NRB022 + NRBO60 - NRBO095 - NRB137 + NRB175 + NRB213 +
NRB023 + NRB061 + NRB09% + NRB138 + NRB176 + NRB214 +
NRB024 + NRB062A + NRB097 + NRB139 + NRB177 + NRB215 +
NRB025 + NRB062B + NRB098 + NRB140 + NRB178 + NRB216 +
NRB026 + NRB063 + NRB099 + NRB141 + NRB179 + NRB217 +
NRBO027 + NRB064 + NRB100 + NRB142 + NRB180 + NRB218 -
NRB028 - NRB0O65 + NRB101 + NRB143 + NRB181 + NRB219 -
NRB029 - NRB066 - NRB102 - NRB144A + NRB182 + NRB220 -
NRBO030 - NRBO67 - NRB103 + NRB144B + NRB183 + NRB221 +
NRBO31 + NRB068 - NRB104 + NRB145 + NRB184 + NRB222 +
NRB032 + NRBO0O69A - NRB105 - NRB146 + NRB185 + NRB224 +
NRBO033 + NRB069B - NRB106 + NRB147 + NRB186 + NRB225 +
NRB034 + NRBO70 + NRB107 + NRB148 + NRB187 + NRB226 +
NRBO035 + NRBO71 + NRB108 - NRB149 + NRB188 + NRB227 +

NRBO36 A + NRBO72 - NRB109 + NRB150 + NRB189 + NRB228 +
NRB0O36 B + NRBO73A + NRB111 + NRB151 + NRB190 + NRB230 +

Legenda: +: foi observado a amplificacdo do gene nifH, -: auséncia da amplificacdo do gene nifH
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Anexo M. Massa seca da parte aérea, N acumulado da parte aérea, massa seca da raiz e N acumulado da raiz de Brachiaria brizantha cv. Xaraés
inoculada com bactérias diazotroficas e submetida a trés cortes - casa de vegetacao

Massa seca parte aérea N acumulado da parte aérea N
Corte Corte Massa €€ acumulado
Tratamentos —— 2o 3 TOTAL 10 2 30 TOTAL da raiz da raiz
g/ vaso mg / vaso g/vaso mg N/vaso

C/N 16,2 ns 271 a 444 a 876 a 3686 abc 2154 a 2025 a 1560 a 684 a 1946 a
SP245 129 ns 168 d 247 cd 543 cd 3165 bc 1154 d 1099 bc 921 d 378 bc 1192 b
S/IN 121 ns 196 cd 26,1 cd 578 «cd 2284 d 1555 bed 1152 bc 100,7 bcd 430 bc 1129 b
NRB085 142 ns 234 abc 30,1 bc 67,6 bc 3429 abc 1885 abc 1510 b 107,6 bcd 400 bc 134,1 ab
NRB214 14,0 ns 21,7 bcd 26,4 cd 621 cd 3101 ¢ 1398 cd 1165 bc 116,1 bc 540 ab 1623 ab
NRB0O41 12,7 ns 21,6 bcd 28,2 bed 625 bcd 3109 ¢ 1616 abcd 1145 bc 960 cd 335 ¢ 1059 b
NRB148 16,0 ns 188 c¢d 233 d 580 <cd 3592 abc 1160 d 950 «c¢ 1016 bcd 436 bc 1176 b
NRB0O81 16,3 ns 20,1 bcd 27,1 cd 635 bcd 3954 a 1265 d 1160 bc 1081 bcd 446 bc 137,0 ab
NRB224 16,0 ns 250 ab 340 b 749 b 3893 ab 2006 ab 1379 bc 119,7 b 447 bc 1152 b
NRB153 156 ns 23,0 abc 289 bcd 674 bc 364,6 abc 1580 abcd 1255 bc 111,8 bcd 444 bc 1233 b

Letras mindsculas iguais na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste DMS a 0,1 de significancia
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Anexo N. Massa seca da parte aérea, N acumulado da parte aérea, massa seca da raiz e N acumulado da raiz de Brachiaria brizantha cv. Paiaguas
inoculada com bactérias diazotroficas e submetida a trés cortes - casa de vegetacao

Massa seca parte aérea N acumulado da parte aérea
Corte Corte Massa €€ scumulado
Tratamentos 10 20 3 TOTAL 10 2 3 TOTAL da raiz da raiz

g/ vaso mg / vaso g/vaso mg N/vaso

C/N 149 ns 233 a 398 a 780 A 3482 ns 1750 a 1547 a 6779 a 31,1 a 1150 a
SP245 152 ns 168 ¢ 235 bc 555 B 3625 ns 1232 bc 923 bcde 5780 bc 251 abc 796 bc
S/IN 170 ns 169 ¢ 235 bc 574 B 3914 ns 126,3 abc 100,1 bcde 617,7 abc 252 abc 94,0 ab
NRB085 145 ns 190 abc 239 bc 574 B 3398 ns 1405 abc 86,8 de 567,101 bc 224 bc 663 bc
NRB214 159 ns 176 bc 229 bc 564 B 3819 ns 1385 abc 90,8 cde 6112 abc 27,3 ab 87,2 abc
NRB0O37 138 ns 176 bc 196 c¢ 51,0 B 3431 ns 1308 abc 804 e 5543 ¢ 196 <c¢ 700 bc
NRB103 148 ns 216 ab 246 bc 609 B 4010 ns 1605 abc 1099 bed 6713 a 223 bc 740 bc
NRB043 136 ns 22,7 a 278 b 642 B 3557 ns 1674 ab 1109 bc 634,1 ab 255 abc 836 bc
NRB045 160 ns 180 bc 248 bc 588 B 3808 ns 1375 abc 1144 b 6327 ab 20,7 bc 716 bc

NRBO054 151 ns 174 bc 21,1 c¢ 536 B 3619 ns 1148 ¢ 86,8 e 5635 bc 199 ¢ 61,7 ¢

Letras mindsculas iguais na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste DMS a 0,1 de significancia
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Anexo O. Massa seca da parte aérea, N acumulado da parte aérea, massa seca da raiz e N acumulado da raiz de Brachiaria brizantha cv. Piata
inoculada com bactérias diazotroficas e submetida a trés cortes - casa de vegetacao

Massa seca parte aérea N acumulado da parte aérea N

Corte Corte Massa €€ acumulado

Tratamentos 10 20 3 TOTAL 10 20 3 TOTAL da raiz da raiz
g/ vaso mg / vaso g/vaso mg N/vaso
CIN 159 ns 240 a 405 a 804 a 4408 a 2496 a 1829 a 8732 a 424 ab 1596 a
SP245 144 ns 156 b 245 bc 544 b 3590 b 1142 d 1172 bc 5904 b 304 c 1042 b
SIN 160 ns 173 b 225 bc 558 b 3876 ab 1271 cd 961 bc 610,7 b 466 a 156,1 a
NRB085 149 ns 188 b 233 bc 570 b 3604 b 1347 bed 984 bc 5934 b 365 abc 1064 b
NRB214 153 ns 175 b 273 b 601 b 3761 b 1452 bcd 1224 b 6436 b 29,7 < 87,8 b
NRBO074 157 ns 150 b 202 ¢ 509 b 394 ab 1139 d 88 ¢ 5951 b 385 abc 1001 b
NRB178 153 ns 16,7 b 21,8 bc 538 b 3909 ab 1265 cd 946 bc 6120 b 313 c 1024 b
NRB146 149 ns 17,7 b 242 bc 568 b 3557 b 153,7 bcd 1069 bc 6162 b 319 c 1055 b
NRB200 146 ns 190 b 265 bc 600 b 3545 b 1758 b 1155 bc 6457 b 353 bc 1125 b
NRB096 139 ns 19,1 ab 255 bc 585 b 371,8 b 171,1 bc 992 bc 6420 b 338 bc 1126 b

Letras mindsculas iguais na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste DMS a 0,1 de significancia
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Anexo P. Massa seca da parte aérea, N acumulado da parte aérea, massa seca da raiz e N acumulado da raiz de Brachiaria brizantha cv. Marandu

inoculada com bactérias diazotroficas e submetida a trés cortes - casa de vegetacao

Massa seca parte aérea N acumulado da parte aérea N

Corte Corte Massa 3€C8 acumulado

Tratamentos 10 20 3 TOTAL 10 20 3 TOTAL da raiz da raiz
g/ vaso mg / vaso g/vaso mg N/vaso
CIN 168 ns 215 a 305 a 688 A 4107 abc 1877 a 1332 a 7316 a 480 a 1490 a
SP245 178 ns 149 bc 185 bc 51,1 b 4157 abc 1124 bc 770 bc 6052 bc 316 ¢ 964 b
S/IN 173 ns 175 ab 19,7 bc 545 b 3705 ¢ 1284 bc 870 b 589 bc 337 bc 919 b
NRB085 172 ns 165 bc 21,3 b 551 b 38,8 bc 1285 bc 869 b 6022 bc 395 b 1250 a
NRB214 194 ns 158 bc 181 c¢d 533 b 4705 a 1073 ¢ 793 bc 6572 abc 339 bc 922 b
NRB103 184 ns 148 bc 173 cd 505 b 4260 abc 1114 bc 844 bc 6218 abc 381 b 960 b
NRB092 185 ns 145 bc 182 c¢d 512 b 4479 abc 1163 bc 780 bc 6423 abc 340 bc 974 b
NRB142 171 ns 18,2 ab 202 bc 555 b 4495 abc 1484 b 913 Db 6892 ab 390 b 1284 a
NRB194 173 ns 129 ¢ 154 d 456 b 38,3 ¢ 984 ¢ 719 ¢ 556 ¢ 297 ¢ 920 b
NRB197 189 ns 152 bc 182 «c¢d 522 b 4672 ab 974 ¢ 846 bc 6492 abc 335 bc 916 b

Letras mindsculas iguais na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste DMS a 0,1 de significancia
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Anexo Q. Massa seca da parte aérea, N acumulado da parte aérea, massa seca da raiz e N acumulado da raiz de Brachiaria brizantha cv. B140

inoculada com bactérias diazotroficas e submetida a trés cortes - casa de vegetacao

Massa seca parte aérea

N acumulado da parte aérea

Massa seca N acumulado

Tratamentos 10 C;)rte 3 TOTAL 10 C;rte 3 TOTAL da raiz da raiz
g/ vaso mg / vaso g/vaso mg N/vaso
SP245 11,7 ns 192 ab 212 abc 520 b 3946 ns 1490 bc 1048 abc 6484 b 41,3 ab 1260 ab
SIN 124 ns 188 ab 190 bc 502 b 4248 ns 1219 <c 879 bc 6345 b 345 b 91,1 b
NRB085 11,8 ns 179 ab 229 abc 525 b 3455 ns 1538 bc 96,8 abc 596,1 b 382 ab 1186 ab
NRB214 125 ns 315 ab 320 ab 760 a 4108 ns 2379 abc 1473 ab 79,0 ab 56,8 ab 170,3 ab
NRBO088 136 ns 347 a 332 a 815 a 4570 ns 3125 a 1482 ab 9177 a 684 a 201,9 a
NRB094 119 ns 279 abc 295 abc 694 a 3903 ns 2842 ab 1505 a 8250 a 435 ab 1258 ab
NRB158 120 ns 193 ab 192 bc 505 b 367,6 ns 140,2 bc 89,9 abc 5978 b 346 b 1049 b
NRBO087 140 ns 161 c¢ 189 ¢ 491 b 4221 ns 1244 <c 860 ¢ 6324 b 365 b 1039 b
NRB142 119 ns 196 ab 175 ¢ 490 b 348,7 ns 1734 abc 834 ¢ 6054 b 314 b 1025 b

Letras mindsculas iguais na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste DMS a 0,1 de significancia
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Anexo R. Massa seca da parte aérea, N acumulado da parte aérea, massa seca da raiz e N acumulado da raiz de Brachiaria spp. cv. Ipypora
inoculada com bactérias diazotroficas e submetida a trés cortes - casa de vegetacao

Massa seca parte aérea N acumulado da parte aérea
Corte Corte Massa seca N acumu_lado
Tratamentos 10 20 3 TOTAL 10 20 3 TOTAL da raiz da raiz

g/ vaso mg / vaso g/vaso mg N/vaso

CIN 126 ns 142 a 268 a 536 A 4185 ab 1527 a 1618 a 7330 a 622 a 167,7 a
SP245 132 ns 11,7 b 158 bc 406 B 3718 bc 1101 bc 858 ¢ 567,7 cde 336 ¢ 87,4 c
S/N 138 ns 11,8 b 152 ¢ 408 B 3716 bc 988 ¢ 848 ¢ 5552 de 385 bc 1005 bc
NRB085 14,0 ns 128 ab 198 b 466 Ab 4396 a 1243 b 1138 b 6777 ab 512 ab 1267 b
NRB214 139 ns 116 b 169 bc 424 B 4063 ab 1074 bc 983 bc 612,0 bcde 41,3 bc 1129 bc
NRB088 13,6 ns 115 b 182 bc 432 B 3412 ¢ 1086 bc 976 bc 5474 e 447 bc 1199 bc
NRBO037 125 ns 11,2 b 175 bc 41,2 B 408,7 ab 110,1 bc 1045 bc 6232 bcd 338 ¢ 98,9 bc
NRB115 128 ns 121 b 187 bc 435 B 3850 abc 1158 bc 1004 bc 601,2 cde 36,1 ¢ 93,5 bc
NRB0O74 145 ns 122 b 16,8 bc 435 B 4311 ab 104,7 bc 990 bc 6348 bc 382 bc 100,22 bc
NRB194 139 ns 122 b 17,1 bc 431 B 3888 abc 1216 bc 928 bc 6031 cde 395 bc 1084 bc

Letras mindsculas iguais na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste DMS a 0,1 de significancia
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Anexo S. Massa seca da parte aérea, N acumulado da parte aérea, massa seca da raiz e N acumulado da raiz de Brachiaria spp. cv. Mulato Il
inoculada com bactérias diazotroficas e submetida a trés cortes - casa de vegetacao

Massa seca parte aérea N acumulado da parte aérea
Corte Corte Massa seca N acumulado
Tratamentos 10 20 3 TOTAL 10 20 3 TOTAL da raiz da raiz
g/ vaso mg / vaso g/vaso mg N/vaso
CIN 16,7 a 202 a 302 a 672 a 4134 ab 1765 a 1461 a 736,0 50,5 a 146,5 a

a
SP245 154 ab 155 bc 19,6 bc 505 bc 3730 b 1281 bc 1057 bc 6067 b 374 Db 122,3 ab
S/IN 137 b 16,2 bc 197 bc 496 bc 3359 b 1201 ¢ 954 bc 5514 b 434 ab 1488 a
NRBO085 140 ab 159 bc 187 bc 486 bc 3731 b 1259 bc 879 ¢ 5870 b 382 b 106,6  bc
NRB214 132 b 186 ab 239 b 558 b 3709 b 1643 ab 1259 ab 661,1 ab 403 b 1341 ab
NRB109 156 ab 132 ¢ 146 ¢ 434 ¢ 4857 a 984 ¢ 755 ¢ 6595 ab 389 b 1244 ab
NRBO098 155 ab 16,3 bc 196 bc 514 bc 3963 b 1192 ¢ 1005 bc 6160 ab 432 ab 1381 ab
NRB087 135 b 15,7 bc 182 bc 474 bc 4090 ab 1243 bc 839 <c¢ 6172 ab 378 b 1169 ab
NRB108 131 b 132 ¢ 166 ¢ 429 ¢ 38,2 b 1090 ¢ 806 <c¢ 5748 b 406 b 1144 ab
NRBO046 146 ab 154 bc 182 bc 482 bc 3410 b 1193 ¢ 875 ¢ 5477 b 258 ¢ 69,3 c

Letras mindsculas iguais na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste DMS a 0,1 de significancia
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Anexo T. Massa seca da parte aérea, N acumulado da parte aérea, massa seca da raiz e N acumulado da raiz de Brachiaria decumbens cv. Basilisk
inoculada com bactérias diazotroficas e submetida a trés cortes - casa de vegetagao

Massa seca parte aérea N acumulado da parte aérea
Corte Corte Massa seca N acumu_lado
Tratamentos 10 2 3 TOTAL 10 20 3 TOTAL daraiz da raiz

g/ vaso mg / vaso g/vaso mg N/vaso

C/N 155 ¢ 258 a 463 a 876 a 3990 abc 2304 a 1714 a 8008 a 405 a 1126 a
SP245 18,3 abc 21,0 abc 282 b 676 b 3816 abc 181,1 ab 126,3 ab 6890 ab 309 ab 930 abc
S/IN 158 bc 174 cd 266 b 598 b 3485 ¢ 1583 b 1186 b 6254 b 287 b 84,1 abc
NRB085 192 a 199 bed 240 b 631 b 4352 a 1352 b 1033 b 6736 b 261 b 76,5 bc
NRB214 206 a 233 ab 264 b 702 ab 4339 a 1609 b 1026 b 6974 ab 266 b 79,0 abc
NRB148 186 abc 19,6 bcd 262 b 644 b 3642 bc 1547 b 1144 b 6332 b 289 b 96,0 abc
NRBO081 175 abc 155 d 260 b 591 b 4301 a 1302 b 1080 b 6683 b 326 ab 1016 ab
NRB098 17,7 abc 20,9 abcd 21,3 b 598 b 4270 a 1551 b 985 b 6806 b 257 b 76,2 bc
NRB092 18,1 abc 176 cd 228 b 585 b 4121 ab 1222 b 1034 b 6376 b 241 b 68,5 bc

NRB200 188 ab 171 cd 224 b 584 b 3988 abc 1223 b 1001 b 6212 b 247 b 66,1 c

Letras mindsculas iguais na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste DMS a 0,1 de significancia
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Anexo U. Massa seca da parte aérea, N acumulado da parte aérea, massa seca da raiz e N acumulado da raiz de Brachiaria humidicula cv. Tupi
inoculada com bactérias diazotroficas e submetida a trés cortes - casa de vegetacao.

Massa seca parte aérea N acumulado da parte aérea
Corte Corte Massa >€C8  acumulado
Tratamentos 10 20 3 TOTAL 10 20 3 TOTAL da raiz da raiz
g/ vaso mg / vaso g/vaso mg N/vaso
C/N 91 ns 280 ab 448 ns 819 a 2285 ab 2741 abc 1366 a 6392 ns 365 ab 1182 ab
SP245 85 ns 29,7 ab 347 ns 729 ab 2622 a 2662 abc 73,7 b 6021 ns 31,7 b 954 b
SIN 79 ns 252 ab 340 ns 671 ab 2234 ab 2526 abc 1236 ab 5995 ns 47,1 ab 1533 a

NRBO085 97 ns 253 ab 358 ns 708 ab 2638 a 2005 c¢ 1289 ab 5932 ns 329 b 109,7 ab
NRB214 92 ns 208 b 342 ns 643 b 2716 a 2262 bc 1212 ab 6190 ns 332 b 9,1 b
NRB021 6,7 ns 308 a 451 ns 826 a 1829 b 3283 a 1427 a 6540 ns 393 ab 1276 ab
NRB178 76 ns 259 ab 375 ns 709 ab 2142 ab 2946 abc 130,1 ab 6388 ns 445 ab 1381 ab
NRBO096 86 ns 303 a 438 ns 827 a 2459 ab 3194 abc 1384 a 703,7 ns 443 ab 1384 ab
NRB140 90 ns 253 ab 338 ns 680 b 2581 ab 2376 abc 1183 ab 6141 ns 398 ab 1222 ab
NRB046 82 ns 313 a 369 ns 765 ab 2292 ab 2904 abc 109,1 ab 6286 ns 528 a 152,7 a

Letras mindsculas iguais na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste DMS a 0,1 de significancia
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Anexo V. Massa seca da parte aérea, N acumulado da parte aérea, massa seca da raiz e N acumulado da raiz de Brachiaria humidicula cv. comum

inoculada com bactérias diazotroficas e submetida a trés cortes - casa de vegetacao.

Massa seca parte aérea

N acumulado da parte aérea

Corte Corte Massa seca N acumu_lado
Tratamentos T % T TOTAL T % T TOTAL da raiz da raiz
g/ vaso mg / vaso g/vaso mg N/vaso
CIN 131 a 294 ns 452 a 877 a 4202 a 3163 ns 1679 a 9044 a 248 ab 94,5 abc
SP245 80 ¢ 287 ns 295 b 662 b 2133 ¢ 3029 ns 156,7 a 6729 bc 228 ab 78,3 abc
S/IN 10,4 abc 239 ns 227 b 570 b 2868 bc 1840 ns 1000 b 570,8 bc 222 ab 83,1 abc
NRB085 11,0 abc 251 ns 233 b 593 b 3010 bc 2130 ns 1137 b 627,7 bc 285 a 105,5 a
NRB214 92 bc 293 ns 262 b 647 b 2585 bc 2610 ns 1127 b 6321 bc 20,7 ab 70,6 bc
NRB109 99 abc 26,7 ns 244 b 610 b 2890 bc 2334 ns 1119 b 6342 bc 174 b 64,3 C
NRBO021 85 ¢ 282 ns 281 b 648 b 2733 bc 2799 ns 1044 b 6576 bc 237 ab 71,5 bc
NRBO041 120 ab 303 ns 249 b 672 b 3393 ab 2591 ns 1061 b 7044 b 225 ab 77,9 abc
NRB224 84 ¢ 280 ns 239 b 602 b 2668 bc 2825 ns 1028 b 652,1 bc 222 ab 82,3 abc
NRB043 82 ¢ 227 ns 251 b 560 b 2298 ¢ 2054 ns 99,7 b 5349 c¢ 270 a 102,1 ab

Letras mindsculas iguais na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste DMS a 0,1 de significancia
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Anexo W. Massa seca da parte aérea, N acumulado da parte aérea, massa seca da raiz e N acumulado da raiz de Brachiaria humidicula cv.

Llanero inoculada com bactérias diazotroficas e submetida a trés cortes - casa de vegetacao.

Massa seca parte aérea

N acumulado da parte aérea

Corte Corte Massa 3€C8 acumulado

Tratamentos 10 3 TOTAL 10 20 3 TOTAL da raiz da raiz
g/ vaso mg / vaso g/vaso mg N/vaso
CIN 114 ab 21,7 a 508 a 839 a 295 ns 1990 a 1997 a 6893 a 860 a 2621 a
SP245 86 b 151 cd 256 b 494 b 2301 ns 1314 becd 1108 b 4723 c¢ 602 ab 1695 bc
SIN 96 ab 198 ab 292 b 585 b 2603 ns 1571 bc 1167 b 5340 bc 715 ab 2032 ab
NRBO085 10,1 ab 184 abc 264 b 549 b 2772 ns 1383 bed 1048 b 5203 bc 62,1 ab 1532 bc
NRB214 12,7 a 157 bed 250 b 534 b 2878 ns 1202 cd 1040 b 5120 bc 537 b 1194 ¢
NRB153 10,1 Ab 18,7 abc 292 b 580 b 2357 ns 1468 bc 1108 b 4932 bc 649 ab 1564 bc
NRBO045 126 A 163 bed 266 b 554 b 2967 ns 1425 bc 1192 b 5584 b 61,2 ab 1634 bc
NRB158 98 Ab 185 abc 257 b 540 b 246,7 ns 1675 ab 1105 b 5247 bc 659 ab 1750 bc
NRB108 10,7 Ab 123 d 218 b 449 b 2578 ns 979 d 97,1 b 4529 523 b 146,4 Dbc
NRB197 99 Ab 133 d 228 b 460 b 250,7 ns 1204 «cd 924 b 4635 62,6 ab 166,6 bc

Letras mindsculas iguais na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste DMS a 0,1 de significancia
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Anexo X. Massa seca da parte aérea, N acumulado da parte aérea, massa seca da raiz e N acumulado da raiz de Brachiaria humidicula cv. H47
inoculada com bactérias diazotroficas e submetida a trés cortes - casa de vegetacao.

Massa seca parte aérea N acumulado da parte aérea N

Corte Corte Massa €€ acumulado

Tratamentos —— 2 3 TOTAL 10 20 30 TOTAL  daraiz da raiz
g/ vaso mg / vaso g/vaso mg N/vaso
CIN 81 ns 240 a 510 a 831 a 2205 b 270,7 a 2464 A 7376 a 443 bc 1546 ab
SP245 87 ns 188 cde 306 bc 581 b 2319 b 1631 bc 1291 Bc 5241 b 639 a 1815 a
S/IN 94 ns 194 bcde 278 bc 566 b 2319 b 1692 bc 1218 Bc 5229 b 441 bc 1276 b
NRBO085 80 ns 228 ab 347 655 ab 2156 b 2257 ab 1477 B 5890 ab 522 abc 152,0 ab
NRB214 96 ns 156 e 227 ¢ 478 b 29,3 a 1312 ¢ 910 C 5186 b 564 ab 1530 ab
NRB115 72 ns 171 de 295 bc 538 b 1942 b 1560 bc 1253 Bc 4755 b 390 ¢ 1036 b
NRB146 84 ns 20,9 abcd 30,8 bc 602 b 2018 b 146,7 bc 1275 Bc 4760 b 46,3 bc 1357 ab
NRBO054 73 ns 191 bcde 344 b 609 b 1983 b 2048 abc 1506 B 5537 b 529 abc 1553 ab
NRB094 74 ns 219 abc 344 b 638 b 1926 b 2088 abc 1433 B 5448 b 465 bc 1312 ab
NRB140 87 ns 189 bcde 27,7 bc 553 b 2065 b 1362 <c¢ 1212 Bc 4639 b 396 bc 1073 b

Letras minGsculas iguais na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste DMS a 0,1 de significancia
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Anexo Y. Gréaficos de dispersdo da massa seca e Ntotal da planta dos gendtipos de
Brachiaria inoculados com bactérias diazotroficas cultivados em casa de vegetacéo.
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Continuacdo do Anexo Y
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