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ABSTRACT

Objetivou-se isolar bactérias diazotréficas do género Azospirillum
spp. e Herbaspirillum spp., provenientes de duas cultivares de
Urochloa brizhanta (Marandu e Xardes) e de uma cultivar de
Urochloa decumbens (Ipean), testar as mesmas, e avaliar sua
contribuicao no crescimento de Urochloa brizhanta cv. Marandu
identificando as trés mais promissoras. O trabalho foi realizado
na Embrapa Agrobiologia em Seropédica — R], em duas etapas. Na
primeira foi realizado, em meio de cultura semi solido NFb, LGI e
JNFb, o isolamento, caracterizacdo e testes bioquimicos de
bactérias diazotréficas provenientes de plantas das cultivares
Marandu e Xaraés de U. brizantha e a cultivar Ipean de U.
decumbens. Nesta etapa obteve-se 15 isolados que foram
utilizados na segunda etapa que consistiu da inoculacao dos 15
isolados acrescidos de trés isolados padroes SP245, ZAE94 e
CBAMC em plantulas de U. brizhanta cv. Marandu, mais a
testemunha nao inoculada. Os resultados obtidos de peso seco e
fresco das plantulas foram testados pelo teste Scott-Knotta 5 %
de probabilidade e foi possivel selecionar trés isolados mais
promissores na promog¢ao de crescimento vegetal. Podemos
concluir que, existem bactérias fixadoras de nitrogénio,
solubilizadoras de fosfato e que produzem &acido-3-indolacético
provenientes de Urochloa brizhanta e Urochloa decumbens. As
bactérias isoladas de cultivares de U. brizhanta e de U. decumbens
se mostraram mais eficientes no crescimento do capim Marandu
do que as bactérias padroes provenientes de outras espécies de
plantas. Dentre os 15 isolados testados, os isolados ].R.10-
4 MB.2*A, L.R.10-3.IB e L.P.10-2.MB diferiram estatisticamente dos
demais, sendo considerados os trés mais promissores.

Palavras-chave: Urochloa brizantha; Fixacdo bioldgica de
nitrogénio; Gramineas; Pastagem.

The objective was to isolate diazotrophic bacteria of the genus
Azospirillum spp. and Herbaspirillum spp., from two cultivars
of Urochloa brizhanta (Marandu and Xardes) and one cultivar
of Urochloa decumbens (Ipean), test them and evaluate their
contribution to the growth of Urochloa brizhanta cv. Marandu
identifying the three most promising. This work was carried
out at Embrapa Agrobiologia in Seropédica — RJ, in two stages.
In the first, isolation, characterization and biochemical tests
of diazotrophic bacteria from plants of the Marandu and
Xaraés cultivars of U. brizantha and the Ipean cultivar of U.
decumbens were carried out in semi-solid culture medium
NFb, LGI and JNFb. In this stage, 15 isolates were obtained and
were used in the second stage, which consisted of inoculating
the 15 isolates plus three standard isolates SP245, ZAE94 and
CBAMC in seedlings of U. brizhanta cv. Marandu, plus the
uninoculated witness. The results obtained for the dry and
fresh weight of the seedlings were tested using the Scott-
Knott test at 5% probability and it was possible to select three
isolates that were most promising in promoting plant growth.
We can conclude that there are nitrogen-fixing, phosphate-
solubilizing bacteria that produce 3-indoleacetic acid from
Urochloa brizhanta and Urochloa decumbens. Bacteria isolated
from cultivars of U. brizhanta and U. decumbens proved to be
more efficient in the growth of Marandu grass than standard
bacteria from other plant species. Among the 15 isolates
tested, isolates J.R.10-#MB.2*A, L.R.10-3.IB and L.P.10-2.MB
differed statistically from the others, being considered the
three most promising.

Keywords: Urochloa brizantha; Biological nitrogen fixation;
Grasses; Pasture.
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1 INTRODUGAO

O agronegdcio representa cerca de um quarto da receita bruta do Brasil (Martins et
al., 2018), sendo considerado de extrema importancia para a economia do pais. De acordo
com o Censo Agropecudrio publicado no ano de 2019, cerca de 45% do territério nacional
sdao ocupados por pastagens; as matas e florestas constituem aproximadamente 29%, as
lavouras 18% e outros cultivos representam 8% (Brasil, 2017). Nota-se nesse sentido, que
as pastagens ocupam grande faixa territorial, permitindo que a pecudria extensiva seja
utilizada como um dos principais cendrios da producao animal (Rodrigues et al., 2012).

A maior evidéncia da importancia das forrageiras, principalmente aquelas do género
das Urochloa (Brachiaria) (Boddey et al., 2006), é o fato de o Brasil estar entre os maiores
produtores e exportadores mundiais de carne, sendo que a producao brasileira de carne deve
continuar seguindo um rapido crescimento e os precos do produto devem aumentar
fortemente durante os proximos anos, algo em torno de 4,4% a.a. (OCDE-FAO, 2015).

Apesar de serem importantes para os sistemas agropecudrios no pais, dos 200
milhoes de hectares existentes, considera-se que cerca de 130 milhdes estejam
degradadas, necessitando de alguma intervencao para reverter o estado em que se
encontram (EMBRAPA, 2020).

Neste cendrio, o uso de praticas como a pecudria extensiva e o manejo inadequado
vem sendo questionadas quanto a sua eficacia e aos danos causados ao ambiente, devido
a exploracao de recursos e baixa utilizacao de novas tecnologias (Rodrigues et al., 2012),
resultando na degradacao dos solos e reduzindo sua fertilidade (Lange et al., 2019). A
degradacao pode ser causada por alteracoes nas caracteristicas fisicas do solo, como
exemplo: a compactacao, que é resultado do uso excessivo da area, pelo excesso de
animais, falta de rotatividade e manejo incorreto (Fernandes et al., 2016).

Um dos principais fatores que afetam crescimento e a persisténcia de gramineas
nos trépicos aumentando assim a degradagao das pastagens é a deficiéncia de nitrogénio
no solo, uma vez que, este nutriente acelera a formacao e o crescimento de novas folhas
e aumenta o vigor de rebrota, melhora sua recuperacao apos o corte, resultando em maior
producao e capacidade de suporte das pastagens (Cecato et al., 1996).

Entretanto, o uso dos fertilizantes nitrogenados onera muito os custos de
producao, e com a demanda por alimentos crescendo ano a ano, tem-se enfatizado a
necessidade de alternativas sustentéveis, tal como a fixacao biolégica de nitrogénio (FBN)
(Cunha et al., 2023; Moreira et al., 2010; Santos, 2013).

A FBN ¢é realizada por um grupo de bactérias, denominadas de bactérias
diazotroéficas, as quais além de fornecer N; para o desenvolvimento vegetal, auxiliam em
varios processos fisioldgicos da planta, como a producao de fitormonios, controle de
fitopatogenos e solubilizacao de nutrientes, como o fosforo e potassio (Florentino et al.,
2017; Andrade et al., 2019), contribuindo para a sustentabilidade dos sistemas ao reduzir
o uso de insumos quimicos (Bosa et al., 2016).

Dessa forma, a utilizacao de bactérias diazotréficas pode ser uma alternativa
acessivel e sustentavel para os produtores, visando a reducao dos custos e minimizando
os impactos ambientais causados pela degradacao das pastagens (Rocha et al., 2022;
Benedetti et al., 2019), porém existem interacoes entre as bactérias diazotroficas e as
diversas culturas, tais como, gramineas forrageiras, milho, trigo e arroz e isso tem sido
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tema de pesquisas, devido ao seu potencial biotecnolégico evidenciado no aumento da
produtividade dessas culturas, auxiliando assim na manutencao e conservacao dos
recursos ambientais (Moreira et al., 2010).

Faz-se necessario pesquisas com FBN em gramineas forrageiras, principalmente
na area de diversidade de bactérias diazotréficas associadas a essas plantas, para que
novas bactérias possam ser descobertas, assim como seu potencial de FBN (Freitas et al.,
2019; Moreira et al., 2010; Santos, 2013). Com isso, objetivou-se com este trabalho, isolar
bactérias diazotroficas do género Azospirillum Spp. ou Herbaspirillum Spp., provenientes
de duas cultivares de Urochloa brizhanta (Marandu e Xaraes) e de uma cultivar de Urochloa
decumbens (Ipean), testar as mesmas e avaliar sua contribuicao no crescimento de U.
brizhanta cv. Marandu identificando as trés mais promissoras.

2 MATERIAIS E METODOS

O trabalho foi realizado na Embrapa Agrobiologia em Seropédica — R]J, em duas
etapas. Na primeira etapa foi realizado o isolamento, a purificacao e caracterizacao
fisiologica de bactérias dizotroficas provenientes de plantas de Urochloa brizantha e
Urochloa decumbens, sendo utilizadas as cultivares, Marandu e Xaraés de U. brizantha e a
cultivar Ipean de U. decumbens, e na segunda etapa um experimento de inoculacao em
condicOes gnotobiotica.

As cultivares de U. brizantha (Marandu e Xaraés) e U. decumbens (Ipean) utilizadas
foram provenientes do Campo Agrostolégico do Instituto de Zootecnia da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro em Seropédica, sendo coletadas em touceiras (duas
touceiras por cultivar) com uma pequena quantidade solo aderido as raizes.

As amostras das plantas foram lavadas em agua corrente, fragmentadas em
pedacos menores e colocados em bandejas de plasticos, em seguida foram pesados 10 g de
cada cultivar, tanto das raizes como da parte aérea. Apos a fragmentacao, as amostras
foram colocadas em liquidificador de uso doméstico com 90 ml de solucao salina e
trituradas por 2 minutos.

Em seguida a trituracao no liquidificador o contetudo foi adicionado em frascos de
vidros com tampa, com capacidade para 250 ml, e foram levados para o agitador horizontal
onde permaneceram por 30 minutos em agitacao.

Ao final de 30 minutos, as amostras correspondentes a suspensao em solucao
salina foram diluidas em série, transferindo 1 ml da suspensao para 6 tubos de ensaio com
solucdo salina, correspondendo as dilui¢oes seriadas de 10! até 10° para amostras da
parte aérea, e em 7 tubos de ensaios com solu¢ao salina, correspondendo as diluicoes
seriadas de 10! a 10”7 para amostras de raizes.

Apos o preparo das dilui¢oes seriadas, uma amostra de 0,1 ml de cada diluicao foi
utilizada para inocular, em triplicata, frascos contendo 5 ml dos respectivos meios
semissolidos semi-especificos NFB (malato), JNFB (malato) e LGI (sacarose), tanto para a
parte aérea quanto para raizes (Dobereiner et al., 1995).

Os frascos inoculados foram incubados a 30°C por sete dias, para o
desenvolvimento de pelicula caracteristica de bactérias diazotréficas, na regiao
superficial do meio. Apds o desenvolvimento da pelicula, era retirada uma amostra da
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mesma e reinoculada para confirmacao da capacidade de formar pelicula e purificacao.
Apbés este processo as culturas foram inoculadas em placas de meio sélido (NFB 3X, JNFB
e LGI) e meio Batata para confirmacao da pureza (Baldani; Dobereiner, 1980; Dobereiner
et al., 1995).

A atividade da nitrogenase dos isolados foi avaliada pelo método de Atividade de
Reducao de Acetileno (ARA) (Boddey et al.,, 1990), sendo avaliados os 15 isolados
provenientes de U. brizantha e U. decumbens, e utilizando as bactérias das espécies
Azospirillum brasilense (SP 245), Herbaspirillum seropedicae (ZAE 94) e A. amazonense
(CBAMC) como controle positivo, totalizando 18 isolados para analise.

Uma aliquota de 20 uL da cultura bacteriana foi transferida para frascos de
penicilina de 20 mL contendo 6 mL dos meios semissolidos e semi-seletivos sem indicador
JNFB, LGI e NFB, para Herbaspirillum sp, e Azospirillim sp, respectivamente. Estes frascos
foram incubados por 48 horas a 30 °C até que a formacao de pelicula caracteristica de
bactérias diazotroficas fosse observada.

Os frascos foram fechados com lacres de borracha e aluminio e injetados 10% de
sua fase gasosa com gas acetileno, seguido de incubacao por 1 hora e 30 minutos a 30 °C.
Posteriormente 1 mL da fase gasosa foi retirada do frasco, sendo descartado 0,5 mL e
injetado os outros 0,5 mL no cromatografo de gas com ionizacao de chama, Perkin Elmer
modelo F11, utilizando uma coluna Poropak N de 50 cm a 40 °C para a leitura do etileno
formado (Videira, 2008).

A capacidade de solubilizagao de fosfato insoluvel foi testada em meio de cultura
NBRIP sélido com Cas(POs);. As bactérias foram previamente cultivadas em meio DYGS
por 24 horas, apds esse periodo, foi medida a densidade Optica (DO) em um
espectrofotometro, e normalizada a D.O. (600 nm) = 0,9 - 1, e uma aliquota de 20 uL foi
inoculada na superficie da placa de Petri contendo o meio NBRIP sélido, em forma de
“gotas ou pontuacoes”.

Foram estabelecidas 3 aliquotas por placa, cada placa sendo inoculada com o mesmo
isolado, perfazendo assim as trés repeticoes por isolado. A avaliacdo da solubilizacao de
fosfato foi feita medindo o didmetro da colonia e do halo de solubilizacdo, assim
estabelecendo a eficiéncia pelo indice de solubilizacao (IS) sendo didmetro do halo / didmetro
da colonia, como descrito em Nautiyal (1999) e também classificados pelo IS conforme
Chagas Junior et al. (2010). O diametro do halo de solubilizacao, percebido como uma area
transldcida em torno da colonia, foi medido apds 3, 6, 9, 12, 15 e 18 dias de incubacao.

Os isolados foram caracterizados quanto a producao de acido-3-indolacético
através do método de microplaca descrito por Sarwar e Kremer (1995). Para este teste, 1
mL de cultura bacteriana foi cultivada previamente por 24 horas em meio DYGS e
posteriormente inoculada em 20 mL de meio DYGS suplementado com L-triptofano na
concentracao final de 100 pg mL™.

Os tubos permaneceram no escuro sob agitacao de 150 rpm a temperatura de 30 °C
por 24 horas. Aliquotas de 1 mL foram retiradas apds 24 horas de cultivo e centrifugadas
a 10.000 rpm por 15 minutos. Em microplacas de 96 pocos, uma aliquota de 150 pL do
sobrenadante foi misturado a 100 uL do reagente de Salkowski (1 mL de 0,5 M FeCl; em 49
ml de 4cido perclérico 35 %) previamente preparado.

As amostras permaneceram no escuro por 30 minutos sob temperatura ambiente e
a leitura de absorbancia foi feita em um leitor de microplaca (Labsystem iems reader MF,
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Labsystem) com comprimento de onda de 535 nm. A quantificacdo de compostos indélicos
foi feita utilizando-se uma curva de calibracao preparada com dilui¢oes seriadas de
padroes de AIA sintético (0 - 250 mg mL™?).

Para padroniza¢ao das amostras os resultados foram expressos na unidade mg mL!
de AIA por unidade de densidade 6tica (DO). Todas as amostras de AIA foram analisadas em
triplicata nas placas de 96 pocos e o resultado decorrente de uma média das trés leituras.

O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com
cinco repeticoes, sendo analisada a interacao da U. brizantha cv. Marandu com os 15
isolados diazotroficos (N1; L1; L2; L3; L4;]1;]2;]3;]4;715;76;]7;]18;]9;]10), além das trés
bactérias padroes (ZAE94 de H. seropedicae; SP245 de A. brasilense e CBAMC de A.
amazonense), e a testemunha nao inoculada sem nitrogénio, totalizando assim 19
tratamentos. As estirpes foram reativadas em Erlenmeyer de 125 mL contendo 50 mL de
meio DYGS, a 30 °C sob agitacao a 150 rpm por 24 horas.

O experimento foi conduzido em tubos de ensaio com capacidade para 120 mL,
contendo 60 mL de solucao de Hoagland’s para tubos com agar (6 g L!), sem nitrogénio.
Os tubos, contendo a solucao nutritiva agarizada, foram tampados com uma rolha de
algodao e esterilizados em autoclave. Apos a esterilizacao e antes da solidificacao do Agar,
cada tratamento foi inoculado com 2 mL de cultura bacteriana previamente crescida. O
tratamento controle nao foi inoculado, sendo somente adicionado meio de cultura estéril.

As sementes de U. brizantha cv. Marandu, com 60% de pureza, foram desinfestadas
de acordo com metodologia adaptada de Dobereiner et al. (1995). Apos a desinfestacao as
sementes foram colocadas em placas de Petri contendo meio Agar — dgua (1%), sendo o
processo realizado em camara de fluxo laminar, e pré-germinadas em estufa durante 48
horas. Posteriormente as plantulas foram colocadas nos respectivos tubos de ensaio,
sendo uma semente por tubo.

Durante o experimento foram ainda adicionados 2,5 ml de solu¢ao de Hoagland’s
para tubos aos 10 e 20 dias apds implantacao do experimento. Na ocasiao da primeira
adicao de Hoagland’s para tubos, com 10 dias, a maioria das parcelas ja estavam com as
folhas encostando na rolha de algodao, onde a mesma foi trocada, em capela de fluxo
laminar, sendo utilizado algodao estéril, de forma que o mesmo nao impedisse o
crescimento das folhas, porém evitando contaminacao do meio.

A coleta do experimento se deu apds 30 dias da inoculacao, onde os parametros
massa fresca da raiz e da parte aérea das plantas de U. brizantha cv. Marandu foram
mensurados utilizando uma balanca de precisao de quatro casas decimais. Posteriormente
a massa fresca da parte aérea foi para estufa de ventilacao forcada com 65 °C por 72 horas,
e as raizes foram acondicionadas em tubos falcon com alcool a 50 % para serem analisadas
no equipamento Winrhizo do Laboratério das Interacoes Solo — Planta, onde foram
analisados a drea radicular, volume e comprimento de raizes. Apds as analises no
Winrhizo, as raizes foram para estufa de ventilacao forcada com 65 °C por 72 horas.

Foi testada a normalidade (teste de Lilliefors) e homogeneidade de variancia (teste
de Bartlet) dos dados, posteriormente sendo feitas analises de variancia usando o
programa ASSISTAT (SILVA, 2006) e compara¢ao de médias pelo teste SCOTT-KNOTT a
5 % de probabilidade.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram obtidos um total de 46 isolados (21 proveniente do meio NFB, 7 do meio LGI
e 18 do meio JNFB), destes apenas 15, que apresentaram crescimento e pelicula
caracteristica de bactérias diazotréficas foram utilizados para a caracterizacgao fenotipica
conforme descritos na Tabela 1.

Para facilitar a discussao dos dados, os isolados foram nomeados por tratamento,
onde os isolados acrescidos dos padroes e da testemunha (N.R. 10°.M.2, L.R. 10-3.IA.1,
L.R. 10°.IB, L.R. 103.1B.1, L.P. 102MB, J.P. 102.XA.2.1.1.A, J.P. 102XA.2.1.1.B, J.P. 10
2XA.2.1.1.C, J.R. 10°.MA.2.A, J.R. 10°.MA.2.B, J.R. 10*MB.2*A, J.R. 10*.MB.2.B, J.P.10"
2MC.1,].P.102MC.1.A, J.R. 10°.MC.2.2, SP245, ZAE94, CBAMC e testemunha) receberam
a letra inicial dos meios de culturas semissolidos utilizados e a numeracgao
respectivamente (N1, L1, L2, L3, L4, J1, ]2, 3, J4, ]5, J6, ]7, ]8, J10, SP245, Z94, CBAMC,
Testemunha).

Tabela 1. Caracterizagao fenotipica das colonias de diazotrofos formadas pelos isolados obtidos em
diferentes partes da planta dos diferentes genétipos de Urochloa utilizados.

ISOLADOS Forma Elevacao Bordo Superficie Detalhes Opticos
N1 N.R.10°M.2 circular lente Inteira lisa opaca
L1 L.R.10%IA.1 circular convexa Inteira lisa opaca
L2 L.R.10°%IB circular convexa Inteira lisa opaca
L3 L.R.10%IB.1 circular convexa Inteira lisa opaca
14 L.P.102.MB irregular lente Ondulada rugosa opaca
J1 J.P.102XA.2.1.1.A circular plana Ondulada lisa translucida
]2 ].P.102XA.2.1.1.B circular plana Inteira lisa translucida
J3 J.P.102XA.2.1.1.C circular lente Ondulada lisa translucida
J4 J.R.103.MA.2.A circular convexa Inteira lisa opaca
J5 J.R.103.MA.2.B circular convexa Inteira lisa opaca
J6  J.R.10“MB.2*A circular convexa Inteira lisa opaca
J7  J.R.10“MB.2.B circular lente Denteada lisa opaca
J8 ].P.102.MC.1 circular convexa Inteira lisa opaca
J9 ].P.102.MC.1.A circular lente Inteira lisa opaca
J10 J.R.103.MC.2.2 circular lente Denteada lisa opaca

Na avaliacao da atividade da nitrogenase (Figura 1), todos isolados avaliados
produziram etileno, mesmo em pequenas quantidades, tendo destaque os isolados L2, 1.4,
J3,]6,]7 e]8, que apresentaram maior concentracao de etileno por frasco. Estes resultados
confirmam que os isolados testados sao possiveis bactérias fixadoras de nitrogénio, pois,
de acordo com Boddey et al. (2007), as bactérias capazes de reduzir acetileno a etileno sao
capazes de reduzir N, a NHs (amoOnia).
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Figura 1. Atividade da nitrogenase pelo método de reducao de acetileno (ARA) dos 15 isolados
obtidos de Urochloa.

O célculo do Indice de Solubilizacdo (IS) (Figura 2), feito da seguinte forma:
diametro do halo dividido pelo diametro da colonia, mostrou que os isolados dos
tratamentos |3, J4, J5, J6, J7, ]8 e ]9 foram considerados de média solubilizacao (2 < IS <
4), ja os isolados N1, L1 e ]2 de baixa solubilizacao (IS < 2). Vale salientar que os
tratamentos padroes SP 245 e Z94 também foram classificados como de média
solubilizacao. Dentre os 15 isolados apenas 5 isolados nao solubilizaram fosfato, sendo
eles os tratamentos L2, L3, L4, J1 e J10.
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Figura 2. Indice de Solubilizacao de fosfato dos diferentes isolados de diferentes cultivares de
Urochloa.
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O IS esta relacionado a capacidade da bactéria solubilizar o fésforo e poder
disponibilizar para planta. Segundo Chagas Junior et al. (2010), muitas bactérias
produzem acidos organicos, e estes quando secretados possuem a capacidade de dissolver
o fosfato mineral, ou quelatizar ions de Fe e Al associados com fosfatos, contribuindo para
a liberacao do P.

Os 15 isolados foram avaliados quanto a producao de 4cido-3-indolacético,
juntamente com os 3 padroes (Figura 3) e durante o teste se destacaram os isolados N1,
J1,72,713,714,]5,]6,]7,]8 e ]9. Estes isolados conseguiram uma producao de AIA semelhante
ou maior que os padroes testados. Os tratamentos L1, L4 e J10 tiveram uma baixa
producao de AIA, j4 os isolados L2 e L3 ndo conseguiram produzir AIA. Os
microorganismos, com a producao do fitohormonio (AIA), podem estimular o crescimento
vegetal e também a producao de metabdlitos, fazendo com que a sua utilizacao reflita no
crescimento das plantas com as quais mantém associacao. Segundo Loper e Schroth
(1986), cerca de 80% das bactérias isoladas da rizosfera sao capazes de produzir AIA.
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Figura 3. Producao de acido-3-indolacético (AIA) pelos 15 isolados de duas cultivares de U. Brizantha
e uma cultivar de U. decumbens.

Quando avaliada a massa fresca da parte aérea, observa-se que os tratamentos L2,
L4 e J6 diferiram estatisticamente dos demais (Tabela 2), onde os mesmos propiciaram
aumento de massa fresca da parte aérea quando comparados com os demais isolados, com
os padroes e com a testemunha (Test.).

Ao analisar a massa seca da parte aérea observou-se comportamento semelhante
ao ocorrido na massa fresca da parte aérea, em que novamente os tratamento L2, 14 e J6
se diferiram dos demais, evidenciando que os respectivos isolados se comportaram
positivamente na interagao planta — bactéria, quando comparada a parte aérea do vegetal,
onde podemos inferir que os isolados citados conseguiram propiciar maior aporte de
massa quando comparados a testemunha nao inoculada, aos demais isolados, e também
aos padroes comerciais.
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Tabela 2. Massa fresca e seca da parte aérea no crescimento de U. brizantha inoculada com 15 isolados
provenientes de duas cultivares de U. brizantha e uma cultivar de U. decumbens, mais trés estirpes
conhecidas e testemunha sem inoculacao e sem N.

Médias dos tratamentos (g tubo™)

Tratamentos? Massa Fresca Parte Aérea? Massa Seca Parte Aérea?
N1 0,141 a 0,027 ¢
L1 0,170b 0,030 b
L2 0,203 a 0,038 a
L3 0,169b 0,032 b
14 0,196 a 0,039 a
J1 0,145b 0,028 ¢
]2 0,147b 0,030 b
J3 0,156 b 0,032b
J4 0,155b 0,028 ¢
5 0,143 b 0,026 ¢
]Jé6 0,193 a 0,037 a
]7 0,131 ¢ 0,027 ¢
]8 0,112 ¢ 0,021d
]9 0,096 d 0,019d
J10 0,121 ¢ 0,023 ¢

SP245 0,118 ¢ 0,021d
794 0,141b 0,025 ¢
CBAMC 0,151b 0,024 ¢
Test. 0,079d 0,015d
F — Anova = 6,5944 ** F - Anova = 5,5573 **
CV % =19,46 CV% = 22,22
1 k%

significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F; * significativo ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste F; ns nao significativo. > As médias seguidas pela mesma letra nao diferem
estatisticamente entre si, pelo Teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

O aumento da massa fresca e massa seca pode ter ocorrido devido o efeito da
producao de reguladores de crescimento vegetal como auxinas e citocininas pelos
microrganismos. Diferentes trabalhos relataram a producao de auxinas e citocininas por
Azospirillum spp. (Karimi et al., 2020), Pseudomonas spp. (Bakaeva et al., 2020; Singh et
al., 2022) e Rhizobium spp. (Yang et al., 2022).

Os dados obtidos quando analisada a parte aérea de U. brizantha cv. Marandu neste
experimento foram semelhantes aos obtidos por Oliveira et al. (2007), que trabalhando
com esta graminea sem aplicacao de N e com a inoculacao de bactérias dizotroéficas,
quando comparado com a testemunha (sem N e sem inoculac¢ao), teve maior produgao de
forragem, evidenciando assim segundo o autor, uma alternativa para o aumento da
producao de forragem.

Os resultados de massa fresca radicular (Tabela 3), mostraram que os tratamentos
L2 e L3 diferiram estatisticamente dos demais, mostrando que a interacao destes isolados
com a U. brizhanta resultou em uma quantidade maior de acimulo de massa as raizes.

J& quando avaliamos a massa seca radicular temos um resultado diferente do
apresentado para massa fresca radicular, onde os tratamentos N1, L1, L2, L3, L4, J1, ]2, ]3
e J6, diferiram estatisticamente dos demais, mostrando que estes isolados tiveram melhor
interacao com a planta.

Rev. Agro. Amb., v. 19, e12381, 2026 - e-ISSN 2176-9168, p. 9 de 16



Shockness, Baldani, Lima, Picazevicz e Souza

Tabela 3. Massa fresca e seca radicular no crescimento de U. brizantha inoculada com 15 isolados
provenientes de duas cultivares de U. brizantha e uma cultivar de U. decumbens, mais trés estirpes
conhecidas e testemunha sem inoculacao e sem N.

Médias dos tratamentos (g tubo™)

Tratamentos? Massa Fresca da Raiz?2 Massa Seca da Raiz?
N1 0,153 ¢ 0,011a
L1 0,218b 0,013 a
L2 0,285 a 0,014 a
L3 0,253 a 0,013 a
14 0,321b 0,013 a
J1 0,146 ¢ 0,011a
]2 0,119c¢ 0,012 a
J3 0,168 ¢ 0,013 a
J4 0,148 ¢ 0,009 b
5 0,158 ¢ 0,010b
]Jé6 0,225b 0,017 a
]7 0,129 ¢ 0,010b
]8 0,108 ¢ 0,007 b
]9 0,118 ¢ 0,006 b
J10 0,131 ¢ 0,008 b

SP245 0,157 ¢ 0,007 b
794 0,155¢ 0,008 b
CBAMC 0,212b 0,009 b
Test. 0,122 ¢ 0,005 b
F — Anova = 6,7933 ** F - Anova = 4,6335 **
CV % = 25,45 CV%=129,76
1 s

significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F; * significativo ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste F; ns nao significativo. > As médias seguidas pela mesma letra nao diferem
estatisticamente entre si, pelo Teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

Os dados obtidos para os parametros de massa seca e fresca radicular mostram que
os tratamentos inoculados com as bactérias diazotréficas tiveram melhor rendimento
quando comparada a testemunha sem inoculacdao e sem N, e também que os isolados
provenientes de cultivares de Urochloa interagiram com a planta positivamente, melhor
do que os isolados padroes isolados de outras plantas.

Simeoes et al. (2018), ao estudarem aplicacao de inoculantes em diferentes
concentracoes com cinco estirpes de bactérias diazotroficas, entre elas A. amazonense, em
cana-de-actcar, concluiram que a concentracdo do inoculante de 10° de células mL!
favorece o maior acimulo de biomassa fresca e seca do colmo.

Em trabalhos conduzidos em casa de vegetacao foram constatados beneficios em
diversos parametros radiculares pela inoculacdo com A. brasilense tanto em braquidrias
(Hungria et al., 2021), como em Megathyrsus (Guimaraes et al., 2022).

Os resultados obtidos neste experimento sao semelhantes aos obtidos por Brasil et
al. (2005) que ao avaliar plantas de capim Urochloa inoculadas com bactérias diazotroficas,
as mesmas apresentaram producao de massa seca, principalmente do sistema radicular,
superior aos tratamentos sem inoculacao.

Segundo Lima et al. (2017) o uso das bactérias diazotroficas se apresenta como uma
alternativa a diminuicao ou até a substituicao destes fertilizantes nas culturas agricolas.
Guimaraes et al. (2011) relatam beneficios em pastagens de Urochloa brizantha, onde
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plantas inoculadas apresentaram maior producao de massa seca radicular quando
comparadas a plantas nao inoculadas. Este aumento pode estar relacionado a producao
de fitormonios pelas bactérias diazotréficas, o que auxilia o crescimento radicular,
consequentemente beneficiando o aumento na absorcdo de 4dgua e sais minerais
(Steenhoudt; Vanderleyden, 2000).

Quando analisadas as médias de comprimento de raizes, observou-se que 0s
tratamentos L4 e J6 propiciaram maior comprimento de raizes quando comparado aos
demais isolados e a testemunha, sendo que maior comprimento radicular propicia a planta
maior alcance de suas raizes, aumentando sua drea de absorcao de dgua e nutrientes no
solo (Tabela 4).

Tabela 4. Comprimento, area e volume radicular no crescimento de U. brizantha inoculada com 15
isolados provenientes de duas cultivares de U. brizantha e uma cultivar de U. decumbens, mais trés
estirpes conhecidas e testemunha sem inoculacao e sem N.

Médias dos tratamentos das raizes

Tratamentos! Comprimento? (mm) Area? (mm?) Volume? (mm?)
N1 1833,163 ¢ 1891,205 ¢ 155,536 ¢
L1 2373,474b 2297,289 b 177,148 b
L2 2300,068 b 2278,329 b 179,965b
L3 1814,706 ¢ 2050,186 b 184,766 b
L4 3059,636 a 2796,343 a 203,677 b
J1 2032,517 ¢ 2195,335b 189,914 b
]2 2382914 b 2444 975 b 203,042 b
J3 2354,542 b 2423090 b 198,730 b
J4 2150,510b 2156,044 b 177,135b
J5 2338,384 b 2369,138 b 191,687 b
J6 3186,111a 3198,012 a 257,250 a
J7 2030,451 ¢ 2066,072 b 168,985b
J8 1635,332 ¢ 1719,890 ¢ 146,115 c
]9 1171,580 ¢ 1361,725 ¢ 126,215 ¢
J10 1924,422 ¢ 2092,736 b 183,586 b

SP245 1272,609 ¢ 1559,300 ¢ 153,178 ¢
794 2182,924b 2199,188b 184,130 b
CBAMC 2073,954 ¢ 2217,730b 189,563 b
Test. 1680,531 ¢ 1632,936 ¢ 127,140 ¢
F — Anova= 3,5267 ** F - Anova= 3,8681 ** F - Anova= 3,9197 **
CV % = 28,60 CV % = 22,53 CV % =18,86

1 ** significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F; * significativo ao nivel de 5% de

probabilidade pelo teste F; ns nao significativo. > As médias seguidas pela mesma letra nao diferem
estatisticamente entre si, pelo Teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

Ao avaliar a drea radicular, os tratamentos L4 e J6 diferiram estatisticamente dos
demais tratamentos. Os resultados obtidos para este parametro indicam que os isolados
L4 e J6 proporcionaram maior alcance da drea pelas raizes de U. brizhanta cv. Marandu,
demonstrando que os isolados interagiram de forma positiva fazendo com que as raizes
da planta abrangessem uma drea maior, o que facilitaria para absorcao de agua e
nutrientes presentes no solo.

Os dados de drea radicular sao semelhantes aos obtidos com os dados de
comprimento radicular, onde também os tratamentos T5 e T11 diferiram estatisticamente
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dos demais, evidenciando que uma maior area radicular estd relacionada com o
comprimento das raizes. Maior comprimento de raizes também aumentaria a area de
atuacao da mesma no perfil do solo, tornando a planta mais eficiente na absorcao de dgua
e nutrientes. Um sistema radicular bem desenvolvido garante boa formacao e sustentacao
da parte aérea.

Quando analisados os dados de volume radicular, o tratamento T11 se destacou
significativamente em relacao aos demais isolados, inclusive aos padroes e também em
relacao a testemunha. Esses dados mostram a interacao benéfica da planta com o isolado
T11, onde um maior volume radicular ird proporcionar maior absorcao de agua e
nutrientes, e facilitar na rebrota e crescimento da parte aérea, visto que plantas com
volume radicular extenso se alimentam melhor e plantas com um grande volume de raizes
geralmente irdo possuir a habilidade de produzir em solos mais pobres (Russel, 1961).

Um maior volume radicular pode ter ocorrido porque as auxinas e citocininas sao
responsaveis pelos processos de divisao celular e afetaram diretamente o
desenvolvimento das plantas de braquidria (Ullah et al., 2018).

A inoculagao do capim xaraés (U. brizantha cv. Xaraés) com A. brasilense (Dias et
al., 2019) aumentou a captacao de nitrogénio pela forragem. Outras estirpes de bactérias
diazotroficas utilizados no estudo também apresentaram efeitos benéficos na graminea,
se apresentando como possiveis alternativas para diminuicao da utilizacao de fertilizantes
nitrogenados em pastagem, como foi observado neste trabalho.

4 CONCLUSOES

Existem bactérias fixadoras de nitrogénio, solubilizadoras de fosfato e que
produzem 4cido-3-indolacético provenientes de Urochloa brizhanta e Urochloa decumbens.

As bactérias isoladas de duas cultivares de U. brizhanta (Marandu e Xardes) e de uma
cultivar de U. decumbens (Ipean) se mostraram mais eficientes no crescimento de U. brizhanta
cv. Marandu do que as bactérias padroes provenientes de outras espécies de plantas.

Dentre os 15 isolados de duas cultivares de U. brizhanta (Marandu e Xaraes) e de
uma cultivar de U. decumbens (Ipean), os isolados J6, L2 e L4 diferiram estatisticamente
dos demais isolados, sendo considerados os trés mais promissores.
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