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RESUMO GERAL

As gramineas do género Brachiaria sdo largamente utilizadas por todo o Brasil devido a sua
capacidade de tolerancia a uma série de condi¢cGes ambientais, muitas vezes desfavoraveis a
utilizacdo de outras espécies forrageiras. Entretanto, elevado percentual das areas de pastagem
cultivadas encontra-se em estagios diversos de degradacéo, tendo como principal causa a ndo
reposicdo de nutrientes ao solo. A reducdo na disponibilidade de nitrogénio é o fator mais
limitante para o desenvolvimento das pastagens tropicais, porém sua aplicacdo via adubacédo
eleva os custos de producdo e proporciona danos ao meio ambiente. Alternativas como 0 uso
de bactérias diazotrdficas e com outras caracteristicas de potencial de promocdao de crescimento
vegetal tem ganhado destaque. Neste sentido, o presente trabalho teve como objetivos avaliar
a inoculacdo e co-inoculagédo de bactérias fixadoras de nitrogénio atmosférico e com outras
caracteristicas biotecnoldgicas na germinacdo, emergéncia e producdo de B. decumbens
cultivar Basilisk, além de buscar analisar a influéncia de leguminosas arboéreas na densidade,
diversidade e capacidade de fixacdo bioldgica de nitrogénio da comunidade bacteriana
diazotrofica associadas a B. decumbens Stapf. cultivadas em sistema silvipastoril. Foram
realizados trés experimentos. No experimento 1, avaliou-se a inoculacdo de bactérias visando
a aplicagdo biotecnoldgica na germinacédo e crescimento inicial de plantulas com até 21 dias.
As sementes utilizadas foram de B. decumbens cultivar Basilisk. em cAmara de germinacéo. O
experimento foi realizado na Unidade Académica de Garanhuns da Universidade Federal Rural
de Pernambuco (UAG/UFRPE) e utilizou-se o delineamento inteiramente casualisado, com 25
tratamentos, sendo 24 inoculagdes, 12 bactérias isoladas de cada espécie vegetal sendo elas B.
decumbens Stapf. e B. humidicola (Rendle) Schweick. e uma testemunha. Cada tratamento teve
4 repeticdes de 50 sementes. O experimento 2, foi realizado na UAG/UFRPE, onde avaliou-se
a co-inoculacdo de bactérias isoladas de B. decumbens Stapf. e B. humidicola (Rendle)
Schweick. com potencial de promocéao de crescimento vegetal em plantas de B. decumbens
cultivar Basilisk. na emergéncia, desenvolvimento inicial de plantulas com até 21 dias, e nas
caracteristicas morfoldgicas e fisioldgicas de plantas na fase de crescimento vegetal, além da
produtividade das plantas sob estresse de corte. Este experimento foi realizado em casa de
vegetacdo, sob delineamento inteiramente casualizado com sete tratamentos, cinco co-

indculos, uma adubacdo quimica e uma testemunha, com trés cortes de avaliacdo e intervalo
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entre os cortes de 35 dias, com 10 repeticdes por corte. O experimento 3 foi realizado na
Estacdo Experimental do Instituto Agrondmico de Pernambuco, IPA-Itambé-PE. Analisou-se
a influéncia das leguminosas arbéreas, Gliricidia (Gliricidia sepium Jacg.) e Sabia (Mimosa
caesalpiniifolia Benth.), e da sazonalidade climéatica na densidade, diversidade e capacidade
de fixacdo bioldgica de nitrogénio da comunidade bacteriana diazotréfica associadas a
rizosfera de plantas de B. decumbens Stapf. cultivadas em sistema silvipastoril. As pastagens
eram dispostas em delineamento de blocos ao acaso, com trés repetices de um hectare cada.
As avaliacbes ocorreram durante o periodo seco e chuvoso, por dois anos consecutivos. As
inoculagdes e co-inoculagdes proporcionaram incremento na germinagdo, no crescimento
inicial de plantas com até 21 dias, em ambiente controlado e casa de vegetacdo, além do
aumento nas caracteristicas morfologicas, fisioldgicas, e na produtividade vegetal, os co-
inoculos promoveram efeitos similares ou iguais da adubagdo quimica. Tendo as bactérias
homélogas a B. decumbens e com alta producéao de &cido indol acético ocasionado 0s maiores
crescimentos nas gramineas avaliadas. A presenga das leguminosas arbdreas Gliricidia e Sabia
em pastagens de B. decumbens Stapf. em sistema silvipastoril e a sazonalidade, influenciaram
a densidade e a variabilidade genética da populacéo bacteriana diazotréfica e da comunidade
total associadas ao nicho rizosfera da graminea, bem como, geraram alteracdes na producéo da
massa de forragem, nos teores de nitrogénio total e na relagao carbono/nitrogénio da graminea,
além do percentual de nitrogénio na graminea fixado biologicamente e a quantidade de

nitrogénio fixado biologicamente por m?.

Palavras-chave: bactérias diazotroficas associadas a braquiaria, fixacdo bioldgica de
nitrogénio, inoculagdo bacteriana, interacdo bactéria planta, microbiota bacteriana diazotrofica
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CONTRIBUTION OF PLANT GROWTH-PROMOTING BACTERIAS IN Brachiaria
decumbens STAPF. GROWN IN PERNAMBUCO

ABSTRACT

The Brachiaria grasses are widely used throughout Brazil due to the tolerance capacity of a
ranged environmental conditions, often unfavorable of using another forage species. However,
a high percentage of cultivated pasture land is on many stages of degradation. The cause of it
is the spare refilling of nutrients in the soil. The reduced nitrogen availability is the most
limiting factor to the development of tropical pastures. Although, their application via
fertilizers raise the production costs and provide environmental damage. Alternatives such as
using diazotrophs and other potential characteristics of plant growth promotion has gained
prominence. For this reason, this study aimed of evaluating the inoculation and co-inoculation
nitrogen fixing bacterias and other biotech traits in germination, emergence and production of
B. decumbens cv Basilisk, and seeking to analyze the influence of leguminous plants in density,
diversity and the community of diazotrophic bacterial capacity of biological fixation of
nitrogen associated with B. decumbens Stapf. grown in a silvopastoral system. Three
experiments were conducted. On the first experiment, it was evaluated the bacteria inoculation,
aiming to biotechnological applications in germination and early seedling growth up to 21
days. The seeds that were used was B. decumbens cv. Basilisk, in a germinating chamber. The
experiment was conducted at the Academic Unit of Garanhuns of the Federal Rural University
of Pernambuco (UAG/UFRPE) and it was performed a completely randomized design with 25
treatments, 24 inoculations, 12 bacterias were isolated from each plant species which are B.
decumbens Stapf. and B. humidicola (Rendle) Schweick. and an untreated control. Each
treatment had four replications of 50 seeds. The second experiment was conducted at
UAG/UFRPE, which were evaluated the co-inoculation of isolated bacteria from B. decumbens
Stapf. and B. humidicola (Rendle) Schweick. with potential for plant growth promotion in B.
decumbens cv Basilisk in initial emergency development of seedlings up to 21 days and the
physiological and morphological characteristics of plants in plant growth stage plus the
productivity of plants under stress court. This experiment was conducted in a greenhouse in a

completely randomized design with seven treatments, five co-inoculants, chemical fertilizer
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and an untreated control, with three rating cuts and range between 35 days of cuts, with 10
repetitions per court. The third one was conducted at the Experimental Station of the
Agronomic Institute of Pernambuco, IPA-Itambé-PE. It was analyzed the influence of tree
legumes, Gliricidia (Gliricidia sepium Jacg.) and Sabia (Mimosa caesalpiniifolia Benth.), and
seasonality in density, diversity and the capacity of communities of diazotrophic bacterial
having biological nitrogen fixation associated on plant rhizosphere B. decumbens Stapf. grown
in a silvopastoral system. The pastures were arranged in a randomized blocks design with three
replicates, one hectare each. The assessments were occurred during the dry and rainy season,
for two consecutive years. Inoculations and co-inoculations were provided to increase
germination, initial plant growth up to 21 days in a controlled environment greenhouse plus
the increase in morphological, physiological characteristics, and plant productivity, the co-
inoculants promoted similar effects equal or chemical fertilizer. Having the homologous
bacteria B. decumbens and high production skeptical indole acid caused the largest increases
in assessed grasses. The presence of leguminous tree Gliricidia and Sabia in pastures of B.
decumbens Stapf. in silvopastoral system and seasonality influenced the density and genetic
variability of diazotrophic bacterial population and the total community associated with the
rhizosphere niche of grass as well, turning on changes in the mass of forage production, the
total nitrogen and carbon ratio/nitrogen from grass, besides the nitrogen percentage in the

grassy biologically fixed and the amount of nitrogen fixed biologically by m?,

Key words: bacterial inoculation, biological nitrogen fixation, diazotrophs associated with

Brachiaria, diazotrophic bacterial microbiota, plant bacteria interaction
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CONSIDERACOES INICIAIS

O nitrogénio (N) apresenta grande relevancia na producdo agricola, principalmente em
relacdo ao custo total de implantacdo e manutencéo das culturas (Wembheuer et al., 2016). O
preco atual dos fertilizantes nitrogenados esta relacionado a varios fatores, tais como, aumento
da demanda causada por uma crescente necessidade global de alimentos, dieta mais
diversificada e com isso, maior quantidade de fertilizantes nitrogenados sendo requerido,
aumento da producdo vegetal necessaria para producdo de biocombustivel e aumento dos
custos de transporte (Bhattacharjee et al., 2008; Afonso et al., 2011; Olivares et al., 2013;
Socolow, 2016).

O fertilizante é uma commodity sujeita as forgas globais de mercado, a volatilidade e
aos riscos (Oliveira et al., 2010). De elevada importancia, tanto para as plantas como para a
nutricdo animal, o N contribui para o aumento da capacidade de suporte da pastagem,
prolongando a capacidade produtiva e melhorando a qualidade da dieta e o0 desempenho animal
(Angus & Povos, 2013; Silveira et al., 2015; Stott & Gourley, 2016).

Portanto, préticas de manejo que aumentem a eficiéncia do uso de fertilizantes
nitrogenados e, principalmente, que aperfeicoem o0s processos bioldgicos envolvidos no
fornecimento deste nutriente para as plantas sdo de grande importancia para a diminui¢do dos
custos de producdo das culturas (Chubatsu et al., 2011). Nas gramineas, o N acumulado pode
ser proveniente de duas fontes distintas, uma amplamente conhecida que é resultante da
absorcédo do N presente no solo de forma natural ou incorporado pela pratica da fertilizacéo e,
outra, relacionada com a fixacdo biologica do N (FBN), por bactérias ditas diazotroficas,
associadas as plantas. Esta Ultima é considerada como de suma importancia e potencialmente
promissora para muitas espécies vegetais cultivadas por todo o0 mundo (Roesch et al., 2010;

Andreote et al., 2014).



OLIVEIRA, J.T.C. Contribuic&o de bactérias promotoras de crescimento...

As bactérias exercem inimeros efeitos positivos oriundos do seu metabolismo no solo
e nas plantas, em relagdes mutualisticas e comensais, entre estes beneficios, pode-se citar, além
da FBN, a solubilizacdo de fosfato inorganico e a sintese de fitohorménios (Andreote et al.,
2014; Glick, 2015). Essas bactérias podem estar presentes em diferentes habitats, apresentado
elevada diversidade morfoldgica, fisiol6gica e genética o que lhes confere enorme potencial
para utilizacdo agricola como produtos biotecnoldgicos capazes de promover o crescimento
dos vegetais (Moreira et al., 2010; Castro et al., 2011). Porém, a diversidade fisioldgica e
genética das comunidades bacterianas associadas ao vegetal e presentes no solo podem ser
influenciadas pelos diferentes tipos de manejo aplicados ao solo e a planta, a espécie vegetal
cultivada, época do ano e a¢do animal (Reis Junior et al., 2004; Garrido et al., 2010; Chavez et
al., 2011; Wang et al., 2016).

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivos avaliar a inoculacdo e co-
inoculacdo de bactérias diazotroficas e com potencial de aplicagdo biotecnolégica na
germinacdo, emergéncia e producao vegetal de Brachiaria decumbens cultivar Basilisk, bem
como, analisar a influéncia de leguminosas arboreas na densidade, diversidade e capacidade
de FBN da comunidade bacteriana diazotrofica rizosférica de B. decumbens Stapf. cultivada

em sistema silvipastoril.
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CAPITULO 1

Contribuicéo de bactérias promotoras de crescimento de planta em Brachiaria

decumbens Stapf. cultivadas em Pernambuco
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REFERENCIAL TEORICO

1. Importancia do nitrogénio em pastagens de Brachiaria spp.

As plantas forrageiras apresentam importancia para pecuéria mundial e principalmente
para brasileira, uma vez que a producdo de carne e leite é baseada quase que exclusivamente
nos sistemas de producdo a pasto (Rubel et al., 2015). Dentre as caracteristicas predominantes
desses sistemas produtivos, destacam-se as melhores condic¢des de bem-estar animal e o0 baixo
custo de producéo, frente aos sistemas de criagdo com alimentos concentrados (Hempson et
al., 2015; Leis et al., 2015; Murgueitio et al., 2015).

Originarias da regifo dos Grandes Lagos em Uganda, Africa, as Brachiaria spp. foram
introduzidas no Brasil em 1960 (Seiffert, 1980; Soares Filho, 1994). Atualmente, é o principal
género de gramineas utilizado na forma de pastagens, ocupando aproximadamente 80% dos
200 milhdes de hectares cultivados por todo o territorio nacional (EMBRAPA, 2014), tendo
destaque a espécie B. decumbens Stapf. (Martuscellos et al., 2009). O género Brachiaria foi
reclassificado taxonomicamente como Urochloa (Torres-Gonzales & Morton, 2005). No
entanto, a nomenclatura Brachiaria continua sendo utilizada, devido ao reconhecimento e uso
pelos pesquisadores da area.

O sucesso dessas forrageiras deve-se a sua adaptabilidade aos diversos sistemas de
producdo, tolerancia as limitacdes e ou condicdes restritivas de utilizacdo (Jank et al., 2013),
alta producdo de matéria seca e crescimento durante a maior parte do ano (Euclides et al.,
2010). Contudo, elevado percentual das areas de pastagens encontra-se com algum grau de
degradacéo, tendo como principais causas a nao reposicao de nutrientes para o solo e as plantas
e 0 manejo inadequado (EMBRAPA, 2014; Dias Filho, 2015). Como também, a superlotacédo
animal e a reduzida taxa de germinacdo de sementes, proporcionada pela qualidade nem

sempre satisfatoria e dorméncia elevada (Pereira et al., 2011; Vendramini et al., 2014).
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Considerado o nutriente fundamental para manutencao da produtividade e persisténcia
dos vegetais, o nitrogénio (N) € constituinte de diversas biomoléculas que participam da sintese
dos compostos organicos que formam a estrutura do vegetal e suas caracteristicas morfogénicas
(Taiz & Zeiger, 2013). Neste contexto, a adubacgéo nitrogenada pode estimular a produtividade
dos pastos, de acordo com os niveis de N utilizados e as espécies cultivadas (Buzetti et al.,
2015; Silva et al., 2015; Lopes et al., 2016).

A elevada dindmica no solo apresentada pelo nitrogénio, bem como o seu potencial
poluidor e o elevado custo dos fertilizantes nitrogenados, fazem com que seja necessaria a
busca de alternativas viaveis que minimizem a aplicacao deste nutriente no solo e prolongue
sua disponibilidade para a planta (Hungria et al., 2016). No intuito de disponibilizar o N de
forma continua, a médio e longo prazo, a associa¢do micro-organismos diazotréficos (capazes
de fixar o N atmosférico) com plantas passa a obter destaque (Araujo et al., 2014).

Entre as alternativas que podem ser utilizadas, ha o consorcio de leguminosas e
gramineas (Apolinario et al., 2015), com enfoque no sistema silvipastoril, com o uso de
leguminosas arboreas. Este sistema é capaz de proporcionar uma série de vantagens, tais como,
elevacdo dos teores de matéria organica do solo, reducéo dos processos erosivos, eficiéncia na
ciclagem e diminuicdo das perdas dos nutrientes por lixiviacdo, desta forma, podendo
contribuir significativamente com a reducdo do processo de degradacdo das pastagens
(Kobiyama et al., 2001; Paciullo et al., 2014; Chen et al., 2015; Solorio et al., 2016). Além de
melhorias no que tange aos fatores nutricionais e de qualidade do pasto (Silveira et al., 2015),
condicdes de conforto térmico para os animais (Karki & Goodman, 2015) e possibilita uma
renda adicional ao produtor (Bussoni et al., 2015).

As leguminosas, por apresentarem associacdo mais eficiente com bactérias

diazotroficas em relacdo as demais familias vegetais (Freitas et al., 2010), podem ser capazes
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de transferir parte do N fixado para outra planta, quando em consorcio (Louam et al., 2015).
Outra alternativa, que visa viabilizar o N nas pastagens, € o estudo da inoculacdo de micro-
organismos com potencial biotecnoldgico em gramineas forrageiras (Richardson et al., 2009;
Hungria et al., 2016), neste sentido, 0 melhor entendimento sobre as interacfes entre bactérias

diazotrdéficas e plantas, tem ganhado importancia (Compant et al., 2010; Andreote et al., 2014).

2. Comunidade bacteriana do solo

O sistema solo é um dos mais ricos ambientes em densidade e diversidade microbiana
(Mendes et al., 2015), essas elevadas densidades e diversidades, influenciam e contribuem na
decomposicdo da matéria organica, ciclagem de nutrientes (Toda et al., 2010), formacéao do
solo (Moreira & Siqueira, 2006), e na manutencdo da resiliéncia do sistema (Nacke et al.,
2011).

Altos teores de biomassa microbiana tém relacdo com solos mais estaveis (Chaer et al.,
2009). Fatores de ocorréncias naturais e antropicos, podem influenciar essas comunidades e,
consequentemente, interferir nas suas atividades, nos processos bioldgicos e bioquimicos do
solo, alterando a produtividade agricola e a sustentabilidade dos agroecossistemas (Wessén et
al., 2011; Souza et al., 2012; Azar et al., 2013; Wemheuer et al., 2016). Assim, tornando-se
uma ferramenta importante no monitoramento de alteraces ambientais decorrentes da
exploracdo agropecuaria, no planejamento e na avaliacdo das préaticas de manejo (Oliveira et
al., 2014; Rashid et al., 2016).

A estrutura e a funcionalidade das comunidades microbianas tem relacdo estreita com
as propriedades quimicas e fisicas do solo, bem como, o tipo de uso e ocupacédo (Hayden et al.,
2010; Rasche et al., 2011). Ao considerar a associacdo entre bactérias e plantas, estas sdo
sensiveis as alteracOes bidticas e abitticas (Lange et al., 2014), de tal forma que as intera¢6es

estabelecidas entre as diversas espécies de bactérias e plantas sdo capazes de determinar a
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composicgdo e a formagéo das comunidades bacterianas, alteradas dentre outros fatores, pelos
genotipos e estagio fenoldgicos do vegetal (Magnani et al., 2010; Murphy et al., 2016), pelos
genétipos do micro-organismos (Andreote et al., 2009; Andreote et al., 2014) e pelo proprio

ambiente (Vargas et al., 2015).

3. Fixacdo biologica de nitrogénio: interacdo bactérias diazotréficas e gramineas

forrageiras

As plantas absorvem o N na forma de aménio (NH4") ou de nitrato (NOs") ou por meio
da fixacdo bioldgica do N atmosferico (FBN) (Deb et al.,, 2015). Correspondendo a
aproximadamente 78% dos gases da atmosfera, 0 N atmosférico (N2) é altamente estavel,
devido a sua tripla ligacdo covalente, tornando-se indisponivel para as plantas. Porém, essa
disponibilidade pode ser afetada quando o N € fixado por processos industriais ou naturais
(Taiz & Zieger, 2013).

Capazes de colonizar diferentes ambientes, os micro-organismos diazotroficos reduzem
0 N2 a amonia (NHz) por meio do complexo enzimético da nitrogenase, sendo frequentemente
mais caracterizado o processo dependente do molibdénio (Mo) e ferro (Fe), codificado pela
acao dos genes nif (nitrogen fixation) (Nunes et al., 2003; Franche et al., 2009; Hoffman et al.,
2014; Stein & Klotz, 2016), seguindo a reagao:

Nz + 16 Mg-ATP + 8¢ + 8H* “Nitrogenase.  2NHs + Hz + 16 Mg-ADP + 16Pi,
(onde, e simboliza elétron e Pi simboliza o fosfato inorgéanico).

Composto por duas metélo-proteinas, a Fe-proteina, codificada pelo gene nifH e a
MoFe-proteina codificada pelos genes nifD e nifK (Levy-Booth et al., 2014), a atividade reativa
requer elevado gasto energético, além da presenca de redutores como a ferredoxina e
flavadoxina e de uma via de assimilacdo da amdnia. Devido os genes que codificam a

nitrogenase apresentarem-se altamente conservados nos diazotroficos de vida livre,
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associativos e simbiontes (Figueiredo et al., 2013; Santi et al., 2013), permite-se a avaliacdo da
diversidade genética de individuos ou comunidades de diazotroficos (Ueda et al., 1995; Poly
et al., 2001).

Sendo a planta um amplo e diversificado nicho de colonizagdo por bactérias (Andreote
et al., 2014; Panizzon et al., 2016), estas podem ser organizadas de acordo com o seu local de
colonizacdo em trés grupos (Moreira et al., 2010). O primeiro, formado por bactérias de vida
livre que habitam a rizosfera e o solo, o segundo por bactérias associativas, epifiticas, capazes
de colonizar os tecidos vegetais na superficie externa, e o terceiro grupo colonizando o interior
do tecido vegetal, ocupando espacos intra e intercelulares, endofiticas (Richardson et al., 2009).
Podendo ser encontradas nos diversos 0rgdos vegetais como raizes, colmo, folhas, sementes,
polen e dentro de nodulos de leguminosas (Rosenblueth & Martinez-Romero, 2006; Magnani
et al., 2010), sendo o sistema radicular o principal nicho de colonizacéo, tanto de bactérias
endofiticas quanto epifiticas (Castro et al., 2011; Lima et al., 2015).

A primeira associacdo estudada detalhadamente entre gramineas forrageiras e bactérias
diazotroficas, data de 1966 com a Grama-batatais (Paspalum notatum cultivar Batatais) e
Azotobacter paspali (Baldani & Baldani, 2005; Dobereiner, 1965). Percebendo-se que essa
interacdo contribuia com aproximadamente 10% do N assimilado pela planta, cerca de 20 kg
de N ha* ano via fixac&o bioldgica (Reis Junior et al., 2008).

Diversos estudos tém comprovando a associacdo de bactérias diazotroficas com
gramineas forrageiras, entre essas, plantas do género Brachiaria spp. (Reis Junior et al., 2006;
Kelemu et al., 2011; Silva et al., 2013), Capim-elefante (Videira et al., 2013; Dubeux Junior et
al., 2014b), Sorgo (Yoon et al., 2015), Grama-bermuda (Bauer et al., 2012; Liu et al., 2012),

Panicum virgatum (Dohleman et al., 2012; Bahulikar et al., 2014), Capim-colonido (Huo et
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al., 2012), entre outras espécies de gramineas, como Trigo (Stets et al., 2015), Milho
(Matsumura et al., 2015), Arroz (Beutler et al., 2016) e Cana-de-acUcar (Taulé et al., 2016).

A FBN em gramineas forrageiras é responsavel por incorporar aproximadamente 30 a
45 kg de N ha* ano™ no sistema solo planta, em condigdes extensivas de cultivo de Brachiaria,
(Boddey & Victoria, 1986). Silva et al. (2010), avaliando pastagens de B. humidicola (Rendle)
Schweick., B. decumbens Stapf. e Capim-elefante, observaram contribuicdo da FBN de 10 a
42% do N total da planta. Morais et al. (2009) e Perin et al. (2004) observaram contribuicao
média de 51% e 61% avaliando plantas de Capim-elefante e Milheto, respectivamente. Embora
ndo suprindo as exigéncias totais das plantas, a quantidade de N fixado em algumas gramineas
pode ser suficiente para proporcionar um balango nulo ou positivo de N em sistemas de manejo
mais extensivos, permitindo maior longevidade da pastagem (Reis Junior et al., 2004).

Alta diversidade e inUmeros efeitos positivos tem sido observado na associacdo de
bactérias diazotréficas e gramineas forrageiras (Pedrosa et al., 2011), estes influenciados pela
espécie vegetal ou cultivar (Reis Junior et al., 2004; Wembheuer et al., 2016), manejo (Coelho
et al., 2009; Wang et al., 2016), época do ano (Garrido et al., 2010) e acdo animal sob a

vegetacao, quando em pastejo (Chavez et al., 2011).

4, Contribuicéo da fixacdo bioldgica de nitrogénio em pastagens

A FBN incorpora nos ecossistemas terrestres aproximadamente 128 Tg N ano?,
suprindo 15% das necessidades de N de todos os tipos de biomas (Taiz & Zieger, 2013; Stein
& Klotz, 2016). Em solos agricolas, com cultivo de plantas ndo leguminosas, a contribuicdo
da FBN por bacteérias de vida livre e associativas ndo € tdo significativa quanto a contribuicéo
dos simbiontes (Andreote et al., 2014). Entretanto, considerando as grandes extensdes de terras
naturais e cultivadas com gramineas forrageiras e cereais, esta contribuicdo torna-se

importante. Em algumas areas de pastagens sem aplicagéo de fertilizantes nitrogenados, a FBN
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tem mantido niveis razoaveis de produtividade, devido a associacdo bactéria diazotrofica-
planta (Moreira et al., 2010; Okumura et al., 2013; Pankievicz et al., 2015).

Em pastos consorciados, parte do N presente nas gramineas poderé ter sido transferido
via planta leguminosa (Chalk et al., 2014; Zhang et al., 2016). Cerca de 75% do N presente na
biomassa das leguminosas é oriundo da FBN (Barcellos et al., 2008), podendo esse valor variar
com a espécie, fase de crescimento e época do ano (Beneditti, 2013), com a taxa de FBN
variando aproximadamente entre 80 a 350 kg ha* ano™ de N para algumas leguminosas como
o0 Calopogonio, Feijao Guandu, Gliricidia e Amendoim forrageiro (Formentini et al., 2008).

O N fixado biologicamente pelas leguminosas pode ser transferido as gramineas de
forma direta ou indireta (Hewitt et al., 2016). Entre essas formas ha, a exsudacdo direta de N
sollvel das raizes das leguminosas (Nyfeler et al., 2011), senescéncia e decomposi¢do dos
nodulos (Fustec et al., 2011), decomposicao das folhas e ramos (Rasmussen et al., 2012;
Munroe & lIsaac, 2014), e excrementos de animais em pastejo (Liu et al., 2011).

A transferéncia direta de N da leguminosa para a espécie vegetal em consorcio
apresenta baixos valores, em torno de 10 kg ha™ de N, menos de 1,5% do N do solo que
circunda as raizes e nddulos é proveniente da FBN (Wearner, 1988), sendo a maior parte do N
da leguminosa transferido de forma indireta (Pegoraro et al., 2011). A renovacao radicular €
uma caracteristica particular de cada espécie e esta relacionada ao estresse, ao qual a planta for
submetida, como a desfolhacdo (Costa et al., 2012; Andreoll et al., 2015). Entretanto, além da
capacidade de renovacdo, a dindmica de decomposicdo dos tecidos radiculares é fundamental
para a transferéncia de N (Beneditti, 2013).

A deposicdo de residuos vegetais no solo apresenta papel relevante na ciclagem e
conservacdo do N no sistema (Liu et al., 2011). Apolinario et al. (2016) observaram aumento

nas taxas de decomposicdo da matéria organica e na ciclagem de N da serapilheira em
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pastagens de B. decumbens Stapf. consorciadas com leguminosas arbéreas, frente ao cultivo
exclusivo da braquiéria.

A entrada de N, via residuos de excrecdo dos animais, ocorre de forma heterogénea
(Ferreira et al., 2011), e pode ser influenciada pela distribuicdo desuniforme dos excrementos
nas areas de pastagem, taxa de lotacdo do pasto, caracteristicas proprias do animal (peso,
espécie, raca e sexo), sistema de manejo da pastagem, localizacdo das aguadas e topografia do
terreno (Silva Neto et al., 2011; Dubeux Junior et al., 2013). Para Dubeux Janior et al. (2009),
a excreta animal apresenta efeito positivo na ciclagem de nutrientes e pode contribuir para
melhorar a qualidade do solo. Vale salientar que apenas parte dos nutrientes retorna ao solo via
excreta animal, a outra parte é retida no organismo animal, além da exportacdo por meio de
produtos como carne, leite e 1a (saidas do sistema).

Em ensaio de decomposicédo de fezes de bovinos sob pastejo de B. decumbens Stapf.
em sistemas silvipastoris compostos por leguminosas arbéreas, Dubeux Janior et al. (2014a)
observaram que apenas uma pequena proporcao do N contido nas fezes foi liberado durante os
256 dias de incubaco. E importante ressaltar que os teores nutricionais do alimento consumido
pelo animal e fatores como digestibilidade e taxa de passagem, implicardo na concentracdo do

nutriente nas fezes (Benedetti, 2013).

5. Beneficios de bactérias promotoras de crescimento de planta inoculadas em

gramineas

Inimeros sdo os efeitos positivos esperados e observados a partir da inoculacao de
bactérias em plantas ndo leguminosas (Suyal et al., 2016). Algumas bactérias que se associam
ao vegetal podem exercer diferentes beneficios e sdo denominadas bactérias promotoras de
crescimento de planta (Puri et al., 2015; Santoyo et al., 2016). Os efeitos positivos podem

ocorrer por influéncia direta, com 0 aumento da solubilizacdo e entrada de nutrientes, producao
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de reguladores de crescimento vegetal (fitohormoénios) ou por influéncia indireta, como
supressao de patogenos, por producgdo de sideroforos ou antibidticos (Andreote et al., 2014;
Glick, 2015).

A inoculagdo de bactérias promotoras de crescimento em gramineas forrageiras tem
proporcionado aumento no indice de velocidade de germinagdo, bem como, no comprimento
na parte aérea de 35,6% e raiz 32,8% em plantas de Panicum virgatum cultivar Alamo, aos 30
dias de emergéncia inoculadas com Burkholderia phytofirmans (Kim et al., 2012). Kelemu et
al. (2011) constataram incremento na massa de raiz e parte aérea ao avaliar plantas de B.
brizantha CIAT 6294 aos 65 dias, inoculadas via sementes com bactérias diazotroficas.

Caro et al. (2014), co-inoculando Azospirillum SRGM2 e Enterobacter aglomerans
UV1 em Capim-tanzania, verificaram aumento de 45,6% da materia seca da parte aérea. Araljo
et al. (2012), inoculando bactérias diazotréficas do género Bacillus spp. em B. brizantha e
avaliando as plantas em trés cortes com intervalos de 45 dias, observaram aumento na massa
de forragem, area foliar e intensidade de verde das folhas, nimero de folhas e perfilhos na
média dos trés cortes efetuados.

Nas demais gramineas de interesse agrondmico, como o0 Arroz, a inoculacdo
proporcionou 0 aumento na massa seca, conteudo de N e producdo de grdos em condicGes de
casa de vegetacdo e campo (Rana et al., 2015; Kandel et al., 2015; Rangjaroen et al., 2015).
Silva et al. (2004) trabalhando com plantas de Trigo e Cevada, tratadas com e sem inoculagéo
de bactérias do género Azospirillum, observaram supressdo de patdgeno, fungo Bipolaris
sorokiniana, causador da mancha marrom nessas plantas.

Contudo, a formulacdo de inoculantes eficientes ndo € tarefa facil, devendo-se atentar
para diversas caracteristicas, entre as quais, o veiculo e a forma de inoculacéo (Zilli etal., 2010;

Malusa et al., 2012; Milani et al., 2013; Rivera et al., 2014), tipos de solo, alta capacidade de
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concorréncia com bactérias indigenas (Afzal et al., 2010), especificidade bactéria hospedeiro
(Bianchet et al., 2013), sendo verificada entre diferentes culturas ou até mesmo genétipos do
vegetal (Saikia et al., 2012). Como relatado por Roesch et al. (2005) e Souza et al. (2015) ao
avaliarem a reinoculacao de bactérias diazotroficas em Trigo, observaram especificidade entre
micro-organismos e diferentes cultivares de vegetal.

Estudos em varias regides do Brasil e no mundo, estdo buscando identificar, isolar e
inocular bactérias diazotroficas ou com outras caracteristicas de promocao de crescimento de
planta, assim surge uma nova gama de produtos, os inoculantes, que visam substituir ou
diminuir a utilizagéo de fertilizantes nitrogenados industriais que S&0 onerosos e proporcionam
efeitos adversos no meio ambiente. Assim, 0s inoculantes tornam-se uma alternativa frente aos

fertilizantes quimicos (Suyal et al., 2016).
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CAPITULO 2

Germinagcao e crescimento de plantas de Brachiaria decumbens Stapf. inoculadas com

bactérias promotoras de crescimento vegetal, em dois ambientes
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Resumo - Na busca por técnicas que aumentem a germinacao, o crescimento inicial e a maior
producdo de gramineas forrageiras, a inoculacdo de bactérias promotoras de crescimento em
plantas forrageiras torna-se uma alternativa viavel para incrementar a produtividade dos
sistemas pastoris. Neste sentido, objetivou-se avaliar o efeito da inoculacdo de bactérias
promotoras de crescimento de planta isoladas de B. decumbens Stapf. e B. humidicola (Rendle)
Schweick. sobre a germinacdo, emergéncia, crescimento e producdo de plantas de B.
decumbens cultivar Basilisk, bem como, verificar a influéncia da adicdo dos co-inoculos na
comunidade bacteriana indigena do solo. Foram conduzidos dois experimentos na Unidade
Académica de Garanhuns da Universidade Federal Rural de Pernambuco, ambos com
delineamento experimental inteiramente casualisado. O experimento 1 realizado em cAmara de
germinacdo, com 25 tratamentos, sendo 24 indculos bacterianos, 12 isolados de cada espécie
vegetal B. decumbens Stapf. e B. humidicola (Rendle) Schweick. e a testemunha. As variaveis
analisadas foram percentual de sementes germinadas aos sete dias p6s semeadura, indice de
velocidade de germinacdo, numero de pelos absorventes e de plimulas por pléantula;
comprimento de raiz primaria, hipocétilo e total de plantula, e massa seca de plantula. O
experimento 2, realizado em casa de vegetacdo, comparou cinco co-inoculagdes (MIXs), o
tratamento com adubacao quimica e a testemunha sem co-inoculo e sem adubagdo. Os MIXs
foram formulados levando em consideracdo as espécies vegetais de onde as bactérias foram
detectadas e isoladas, exceto o0 MIX 1 composto por isolados que obtiveram destaque em teste
de germinacdo (experimento 1). A promoc¢do do crescimento vegetal foi analisada em
diferentes momentos do desenvolvimento vegetal, na emergéncia, no crescimento inicial das
plantulas aos 21 dias ap6s a semeadura e na fase vegetativa em trés ciclos de corte, com
intervalo entre eles de 35 dias. Além da promocao de crescimento verificou-se a influéncia da
adicdo de co-indculos na comunidade bacteriana indigena do solo aos 21 dias ap6s a semeadura
de sementes co-inoculadas. As variaveis analisadas na fase de emergéncia foram o indice de
velocidade de emergéncia e percentual de sementes germinadas ao fim do periodo
experimental. Para avaliar o crescimento inicial das plantulas as variaveis foram nimero de
plumulas por plantula, altura de plantula, diametro de pseudocolmo a cinco centimetros do
solo, area foliar da plimula primaria, intensidade do verde das plumulas primarias e massa
seca de parte aérea por plantula. Na fase vegetativa foram avaliadas altura média de planta,
namero de folhas e de perfilhos, area foliar, intensidade de verde da folha, massa de forragem,

comprimento e massa seca de raiz, nitrogénio total e percentual de nitrogénio acrescido via
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fixacdo bioldgica na parte aérea e raiz. Em cdmara de germinagdo observou-se que houve
incrementos da inoculacdo nas caracteristicas de germinacdo e crescimento inicial de plantas
de B. decumbens cultivar Basilisk frente a testemunha. Em casa de vegetacdo os MIXs
elevaram a germinagdo de sementes, bem como, contribuiram para um maior crescimento da
planta aos 21 dias ap6s a semeadura e na fase vegetativa. Os processos de co-inoculacéo € a
adubacdo quimica alteraram a comunidade bacteriana rizosférica no solo aos 21 dias apos a
semeadura. Os tratamentos com bacterianas homologas a planta inoculada e com maiores
producdes de &cido indol acético tiveram destaque, com aumento nas caracteristicas de
germinacdo e a promocdo do crescimento do vegetal. Estudos futuros em ambiente de campo
e envolvendo outros componentes do sistema pastoril sdo necessarios, visando a formulagéo

de um produto com menores impactos ambientais e de menor custo para o produtor.

Palavras-chave: bactérias homologas, colonizacdo bacteriana, crescimento vegetal, interacdo

bactéria planta, graminea forrageira, rizobactérias indigenas de solo
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Germination and growth of Brachiaria decumbens Stapf. inoculated with bacteria that

promote plant growth in two environments

Abstract - In the search for techniques that increase germination, initial growth and increased
production of forage grasses, inoculation of growth promoting bacteria in forages it becomes a
viable alternative to increase the productivity of pastoral systems. In this sense, the objective
was to evaluate the effect of inoculation of bacteria that promote plant growth isolated from B.
decumbens Stapf. and B. humidicola (Rendle) Schweick. on germination, emergence, growth
and production plants of B. decumbens cv Basilisk as well, check the influence of the addition
of co-inoculants in the indigenous bacterial community in the soil. Two experiments were
conducted in UFRPE-UAG, both experimental design was completely randomized. The
experiment 1 was conducted in a growth chamber with 25 treatments, 24 bacterial inoculum,
12 isolates of each species B. decumbens Stapf. and B. humidicola (Rendle) Schweick. and the
control treatment The variables analyzed were: percentage of seeds germinated seven days after
sowing, germination speed index, the number of absorbent hair and plumule per plant, primary
root length, hypocotyls and total seedling, and seedling dry weight. Experiment 2 was
conducted in a greenhouse, five co-inoculations (MIXs) compared, treatment with chemical
fertilizer and control without co-inoculum and without fertilization. The MIXs were formulated
taking into account the species from which the bacteria were detected and isolated except the
MIX 1 composed of isolates obtained featured germination test (experiment 1). The plant
growth promoting was analyzed at different times of plant development: seedling emergence,
early growth at 21 days after sowing and vegetative stage in three cutting cycles, with intervals
of between 35 days. In addition to the plant growth promoting was verified the influence of the
addition of the co-inoculant to indigenous soil bacterial community at 21 days after sowing co-
inoculated seeds. The variables analyzed in the emergency stage were: emergence speed index
and percentage of seeds germinated at the end of the trial period. To evaluate the initial seedling
growth variables were: number of plumule per plant, seedling height, pseudoculm diameter at
five centimeters above soil, leaf area of primary plumule, amount of green primary plumule and
dry mass of aerial part per plant. In the vegetative stage were evaluated: average plant height,
number of leaves and tillers, leaf area, green intensity on leaf, herbage mass, length and root
dry weight, total nitrogen and nitrogen percentage increased via fixation in aerial part and root.

In growth chamber it was observed that were increases in the initial inoculation germination
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and growth characteristics of plants to B. decumbens cv Basilisk in relation to control treatment.
In the greenhouse the MIXs increased seed germination and contributed to further growth of
the plant at 21 days after sowing and vegetative stage. The co-inoculation processes and
chemical fertilization altered the rhizospheric bacterial community in the soil at 21 days after
sowing. Treatments with homologous bacterial the inoculated plant and higher indole acetic
acid production stood out, with an increase in germination characteristics and the promotion of
plant growth. Future studies in this field and other components of the pastoral system are
necessary, aimed at the formulation of a product with less environmental impact and lower cost

to the producer.

Key words: bacterial colonization, forage grass, homologous bacteria, indigenous soil,

rhizobacteria, plant bacteria interaction, plant growth
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INTRODUCAO

Mundialmente, as pastagens constituem o0 meio mais pratico e econémico para
alimentar o gado (Auldist et al., 2016; Knaus, 2016). No Brasil, as vastiddes de terra e as
condic@es climaticas favoraveis potencializam a criacdo de animais em sistemas de producao
a pasto (Lossau et al., 2015; Cardoso et al., 2016). Contudo, 0 sucesso da atividade pecuéria
extensiva pode ser afetado pela qualidade do pasto e sua producdo de matéria seca de forragem,
consequentemente interferindo no desempenho animal e na capacidade de suporte das
pastagens (Casasus et al., 2012; Sollenberger et al., 2013).

Dos 200 milhdes de hectares de pastagens presentes no territdrio brasileiro
(EMBRAPA, 2014), elevado percentual das areas cultivadas sdo formadas com gramineas do
género Brachiaria spp. (=Urochloa spp.) e se encontram com algum grau de degradacéo (Roa-
Fuentes et al., 2015). Varios fatores contribuem para esta degradacdo, entre estes, a
inadequacao das espécies forrageiras as condicdes locais que interferem no estabelecimento e
permanéncia do vegetal, a reduzida taxa de germinacdo de sementes proporcionada pela
qualidade nem sempre satisfatoria e dorméncia elevada (Pereira et al., 2011), e especialmente
a perda da fertilidade do solo com a extracdo de nutrientes via produtos de origem animal e
lixiviacdo (Oliveira et al., 2013; Dias-Filho, 2015). A reducédo na disponibilidade de nitrogénio
(N) é o fator mais limitante para o desenvolvimento das pastagens tropicais e o ganho do peso
animal (Hungria et al., 2013).

A elevada dinamica no solo apresentada pelos fertilizantes nitrogenados, bem como o
seu potencial poluidor e o elevado custo, faz necessaria a busca de alternativas viaveis que
minimizem a aplicacdo destes nutrientes no solo e prolongue sua disponibilidade para a planta
(Hungria et al., 2016). No intuito de disponibilizar o N em forma continua ao vegetal e

proporcionar efeitos benéficos na germinacdo de sementes, emergéncia e crescimento vegetal
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(Figueiredo et al., 2010), a utilizacdo de bactérias na forma de in6culo tem ganhado destaque
(Bashan et al., 2014). As bactérias inoculadas podem apresentar diferentes atividades
bioquimicas que influenciam no crescimento e desenvolvimento dos vegetais, tais como, a
fixacdo de N atmosférico (diazotrdficas), producédo de fitohorménios e solubilizacdo de fosfato
inorganico (Silva et al., 2013; Arauljo et al., 2014), sendo denominadas bactérias promotoras
de crescimento de planta (BPCP) (Andreote et al., 2014).

Embora as inoculaces simples, uma Unica espécie de micro-organismo por inéculo,
possam proporcionar um maior crescimento vegetal, a co-inoculacdo, uso de mais de uma
espécie de micro-organismo por inéculo (MIX), visa auxiliar a sobrevivéncia da populacéo
microbiana inoculada no solo e ou planta (Joe et al., 2009), elevando a probabilidade de
sucesso, superando os possiveis efeitos positivos obtidos quando o micro-organismo € utilizado
de forma isolada (Sanchez et al., 2014). Os efeitos benéficos das BPCP podem sofrer influéncia
do gendtipo do vegetal onde serd inoculada, como também da composicao das comunidades
microbianas associadas devido a processos metabdlicos especificos, além das condicdes
ambientais (Philippot et al., 2013; Murphy et al., 2016; Wemheuer et al., 2016) e do genotipo
da bactéria utilizada (Araujo et al., 2012).

A inoculacdo de bactérias isoladas da espécie vegetal ou cultivar especifico que se
deseja inocular (bactérias homologas), possivelmente possibilita a obtencdo de resultados
favoraveis, devido a adaptacdo do micro-organismo as condicBes biodticas do vegetal,
facilitando a colonizacédo frente a comunidade microbiota indigena presente na planta ou no
solo (Sumner, 1990; Bashan et al., 2014). Explorar os beneficios que varios micro-organismos
podem fornecer ao vegetal e a0 meio ambiente quando inoculados torna-se de fundamental
importancia em programas de desenvolvimento e recuperacéo de pastagem (Vogel etal., 2014).

Neste aspecto, objetivou-se avaliar o efeito da inoculacdo de BPCP isoladas de B. decumbens
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Stapf. e B. humidicola (Rendle) Schweick. sobre a germinacdo, emergéncia, crescimento e
producdo de plantas de B. decumbens cultivar Basilisk, bem como, verificar a influéncia da

adicdo dos co-in6culos na comunidade bacteriana indigena do solo.

MATERIAL E METODOS

Foram realizados dois experimentos, ambos na Unidade Académica de Garanhuns da
Universidade Federal Rural de Pernambuco, um conduzido em cémara de germinacgéo
(experimento 1) e outro em casa de vegetacdo (experimento 2). Utilizou-se sementes
comerciais de B. decumbens cultivar Basilisk, com valor cultural de 50%, e 24 bactérias
diazotroficas pertencentes a colecdo de culturas microbianas do Laboratério de Genética e
Biotecnologia Microbiana, 12 bactérias isoladas de cada espécie vegetal, B. decumbens Stapf.
e B. humidicola (Rendle) Schweick., de diferentes nichos de colonizacéao, endofitico de raiz e
rizosfera. Essas bactérias foram escolhidas por possuirem potencial biotecnoldgico, sendo
positivas para solubilizacdo de fosfato inorganico, producdo da molécula quorum sensing,
enzimas extracelulares (celulase, pectinase e amilase) e do fitohormdnio acido indol acético

(AlA) (Tabela 1), conforme Oliveira (2012).
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Tabela 1. Caracterizacao de origem e potencial biotecnologico de isolados bacterianos diazotroficos inoculados em sementes de Brachiaria

decumbens cultivar Basilisk

Qs Enzimas (IE) ISP AlA (ug mL™?)
Cddigo do isolado Género bacteriano* CE P-5 P-8 AM CLT SLT
Isolados de Brachiaria decumbens Stapf. no nicho Endofitico de Raiz
UAGB68 - + 0,000 0,000 4,254 3,633 0,000 66,533 0,000
UAGB69 Enterobacter - 0,000 0,000 4,736 0,000 0,000 162,100 0,000
UAGB70 Microbacterium - 0,000 0,000 7,333 4,577 0,000 3,610 0,000
UAGB154 Klebsiella - 0,000 0,000 1,092 0,000 2,056 100,080 14,644
UAGB156 Klebsiella + 0,000 0,000 1,177 0,000 1,374 67,177 20,800
UAGB167 Rhizobium + 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 138,641 15,940
Isolados de Brachiaria decumbens Stapf. no nicho Rizosfera
UAGB71 Sinomonas - 0,000 4,003 3,764 2,765 0,000 113,670 0,000
UAGB80 Sphingomonas - 0,000 0,000 1,869 1,622 2,037 5,844 0,000
UAGB96 - + 0,000 3,047 1,638 0,000 0,000 0,000 0,000
UAGB139 Burkholderia + 0,000 0,000 2,988 0,000 5,484 4,722 2,533
UAGB147 Rhizobium + 0,000 4,764 3,742 0,000 4,262 10,555 0,000
UAGB150 Rhizobium - 1,038 6,275 4,394 2,477 3,155 5,033 3,999

*: Dados do sequenciamento em anexo; +: Positivos para a caracteristica avaliada; -: Negativo para caracteristica avaliada; QS: Producédo da
molécula quorum sensing; IE: indice Enzimatico (relacdo didmetro do halo de hidrolise e o didmetro da coldnia bacteriana); CE: Producio
de celulase; P-5: Producao de pectinase a pH 5,0; P-8: Produc&o de pectinase a pH 8,0; AM: Producéo de amilase; ISP: indice de solubilizacéo
do fosfato inorganico; AlA: de acido indol acético; CLT: Produgdo de AIA em meio de cultura com fornecimento do aminoacido precursor
L-Triptofano; SLT: Producdo de AIA sem L-Triptofano.

Fonte: Oliveira (2012)
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Continuacdo tabela 1...

Qs Enzimas (IE) ISP AlA (ug mL™Y)
Codigo do isolado ~ Género bacteriano* CE P-5 P-8 AM CLT SLT
Isolados de B. humidicola (Rendle) Schweick. no nicho Endofitico de Raiz
UAGBO01 Pantoea + 0,000 0,000 4,256 1,807 3,827 35,521 5,469
UAGB93 Burkholderia + 0,000 0,000 0,000 0,000 4,120 56,483 0,000
UAGB9%4 Burkholderia + 0,000 0,000 0,000 0,000 4,565 62,999 0,000
UAGB105 Burkholderia + 1,685 0,000 0,000 0,000 3,050 51,785 23,877
UAGB106 Burkholderia + 1,653 0,000 0,000 0,000 3,493 49,231 26,333
UAGB110 Enterobacter + 6,715 0,000 0,000 0,000 3,733 2,090 0,855
- Isolados de B. humidicola (Rendle) Schweick. no nicho Rizosfera
UAGB10 Bacillus + 1,200 0,000 4,864 1,090 0,000 13,482 9,211
UAGB39 - + 0,000 0,000 4,065 1,300 0,000 47,380 0,000
UAGB60 Klebsiella + 0,000 0,000 2,299 2,204 0,000 4,982 0,000
UAGB119 Enterobacter + 1,238 0,000 0,000 0,000 2,793 3,733 15,600
UAGB128 Ralstonia - 0,000 0,000 0,000 0,000 3,050 10,980 8,877
UAGB132 - + 3,300 0,000 0,000 0,000 4,610 1,369 9,933

*: Dados do sequenciamento em anexo; +: Positivos para a caracteristica avaliada; -: Negativo para caracteristica avaliada; QS: Producdo da

molécula quorum sensing; IE: indice Enzimatico (relagdo didmetro do halo de hidrolise e o didmetro da coldnia bacteriana); CE: Producio

de celulase; P-5: Producao de pectinase a pH 5,0; P-8: Produc&o de pectinase a pH 8,0; AM: Producéo de amilase; ISP: indice de solubilizacéo
do fosfato inorganico; AlA: de &cido indol acético; CLT: Producdo de AIA em meio de cultura com fornecimento do aminoécido precursor

L-Triptofano; SLT: Producdo de AIA sem L-Triptofano.

Fonte: Oliveira (2012)
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O experimento 1 foi realizado em delinemanento inteiramente casualizado com 25
tratamentos, 24 inoculagdes e a testemunha sem indculo, com quatro repeti¢cGes de 50 sementes
cada. Para obtencdo dos in6culos, colbnias puras de bactérias foram incubadas em meio de
cultura liquido, TSA 10% (Trypcase Soy Agar) acrescido de 0,05% de triptofano. Em seguida,
as culturas bacterianas foram diluidas em solucdo tampéao PBS (Phosphate Buffered Saline) e
a densidade optica ajustada para 0,095, em espectrofotdmetro a um comprimento de onda de
630 nm, correspondendo a 10° unidades formadoras de colonia mL™. As sementes foram
desinfectadas superficialmente com solugdo de NaOCIl 1% por 5 min, lavadas em &gua
destilada, e imersas no inoculo por 30 min sob leve agitacéo (Lima, 2012).

A semeadura foi realizada em substrato de papel tipo Germitest umedecido com agua
destilada 2,5 vezes o seu peso e mantida em camara de germinacéo, a temperatura de 25+5 °C,
sob fotoperiodo de 12 h, durante 21 dias. A contagem de sementes germinadas foi realizada
diariamente, tendo inicio ao sétimo dia ap0s a semeadura (vigor de germinacgéo), sequindo a
recomendacdo da Regra para Analise de Sementes (Brasil, 2009).

A determinacdo do indice de velocidade de germinacgéo (IVG) ocorreu como proposto
por Maguire (1962). Para avaliagdo da promocdo de crescimento vegetal, ao término do
experimento foram analisadas as seguintes variaveis: numero de pelos absorventes,
considerando apenas os pelos com comprimento igual ou superior a 3 mm; nimero de
plumulas; comprimento de raiz primaria, distancia entre o cotilédone e o fim da raiz primaria
estendida; comprimento de hipocétilo, distancia entre o cotilédone e a base da primeira
plimula em plantas estendidas, e o comprimento total da plantula estendida. Para determinacéo
do peso da massa seca de plantula, as amostras foram secas em estufa a 55 °C por 72 h.

No experimento 2 o delineamento utilizado foi inteiramente casualizado com sete
tratamentos, sendo cinco MIXs (Tabela 2), um tratamento que recebeu apenas adubacao

quimica e a testemunha sem inéculo e sem adubacdo quimica. Para formulacdo dos MIXs,
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levou-se em consideracdo as espécies vegetais onde as bactérias foram detectadas e isoladas,
abrangendo ambos os nichos de colonizacdo (Tabela 1), exceto o MIX 1, que foi composto por
isolados que se destacaram no experimento 1. A promocao do crescimento vegetal foi analisada
em diferentes momentos do desenvolvimento vegetal, na emergéncia, no crescimento inicial

das plantulas aos 21 dias apds a semeadura e na fase vegetativa.

Tabela 2. Agrupamentos dos isolados bacterianos para formulacéo dos co-in6culos utilizados

em sementes de Brachiaria decumbens cultivar Basilisk

Espécies vegetais de origem dos

Co-ino6culos Isolados bacterianos ) .
isolados bacterianos
MIX 1 Isolados diferenciados*  —meee-
MIX 2 UAGBL0 - UAGB39 - UAGBEO 5 1 midicola (Rendle) Schweick.

UAGBY%4 - UAGB106 - UAGB132

UAGB6S - UAGB71 - UAGBS0
MIX 3 UAGB96 - UAGB147 - UAGBL167 B. decumbens Stapf.

UAGBO01 - UAGB93 - UAGB105 -~ :
MIX 4 UAGB110 - UAGB119 - UAGBR12g B humidicola (Rendle) Schweick.

UAGB69 - UAGB70 - UAGB139
MIX5 UAGBI50 - UAGB154 - UAGB156 B. decumbens Stapf.

* Isolados bacterianos que se destacaram no Experimento 1.

Inicialmente, no dia zero, em cada vaso 15 sementes co-inoculadas com BPCP foram
semeadas, no 5° dia ap0s a semeadara iniciou-se as avaliagdes de emergéncia, no 21° dia apds
a semeadura ocorreu o fim da avaliacdo da emergéncia e a avaliacdo das caracteristicas de
crescimento inicial, além do desbaste, permanecendo apenas duas plantas por vaso. No 35° dia
ap0s a semeadura, tempo zero do experimento da fase vegetativa, ocorreu o corte de
uniformizacédo, deixando as plantas a 10 cm acima do solo, no 70° dia apds a semeadura o
primeiro corte de avaliacdo, no 105° e 140° dias apds a semeadura 0 segundo e terceiro corte

de avaliacdo, respectivamente.
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Para avaliagdo da emergéncia e crescimento inicial das plantulas, as unidades
experimentais consistiram de vasos de 7,5 L com 15 sementes cada, todos os tratamentos com
30 repetigdes. Na fase vegetativa as unidades experimentais foram vasos de 7,5 L com duas
plantas de braquidria cada, nesta fase foram realizados trés ciclos de corte com intervalos entre
eles de 35 dias (70°, 105° e 140° dias ap6s a semeadura). A cada ciclo as plantas eram
rebaixadas a 10 cm de altura da superficie do solo, e 10 vasos eram avaliados por tratamento.
Cabe salientar que os vasos avaliados foram escolhidos aleatoriamente. Nos vasos nao
avaliados eram realizados os desbastes a 10 cm de altura da superficie do solo, adubados no
tratamento com adubacdo e reinoculados nos tratamentos com inoculagdo. Os 10 vasos
avaliados por ciclo de corte eram descartados, para avaliacao do sistema radicular.

O solo utilizado é classificado como Latosso Amarelo (EMBRAPA, 2006), tendo a
analise quimica indicado: pH 5,22; 5,22 mg dm? de P; 0,24 cmol. dm? de K; 4,70 cmol. dm?3
de Ca; 2,80 cmolc dm? de Mg; 0,30 cmol. dm? de AI**; 0,65 cmole dm?® de H+AL. Inicialmente
realizou-se a correcdo do solo de todo o experimento pelo método de saturacdo de base. Para
o tratamento com adubacéo quimica utilizou-se NPK na formulacao 30-60-30. O superfosfato
triplo e o cloreto de potassio para adubacdo em fundacéo e o sulfato de aménio parcelado em
trés aplicacdes, sendo a primeira aplicacdo apos o corte de uniformizacao e nos dias 70° e 105°
apos a semeadura. Todas as adubacdes com base nas Recomendagfes de Adubacdo para o
Estado de Pernambuco (Cavalcanti, 2008). Para controle da umidade dos vasos, determinou-
se sua capacidade de pote, sendo a reposicdo da agua realizada por pesagem diaria dos vasos,
repondo-se a dgua evapotranspirada.

O cultivo dos isolados bacterianos, o preparo dos indculos individuais por bactéria e a
desinfeccdo superficial das sementes foi realizada de maneira semelhante ao experimento 1.
Ressalta-se, que as formulacGes dos co-indculos ocorreram a partir de culturas individuais com

posterior mistura e homogeneizagdo conforme a tabela 2, seguido da imersdo das sementes no

42



OLIVEIRA, J.T.C. Contribuic&o de bactérias promotoras de crescimento...

co-inéculo por 30 min sob agitacdo e posterior semeadura, a 2 cm de profundidade. Apo6s
cobertura das sementes, foi adicionado 0,05 L do co-inéculo ao solo, fato que se repetiu apds
o corte de uniformizacéo e nos dias 70° e 105° apds a semeadura.

Para emergéncia e crescimento inicial de plantulas as varidveis avaliadas foram,
primeira contagem de plantulas emergidas, ocorrida no 5° dia ap6s a semeadura, considerando-
se emergida as plantulas que expuseram a primeira plimula. O indice de velocidade de
emergéncia (IVE) foi determinado como proposto por Maguire (1962), e no 21° dia apds a
semeadura, o percentual de sementes germinadas foi calculado, contabilizando-se o numero de
plantulas por vaso. Também ao final do ensaio foram realizadas as avaliac¢des relativas ao efeito
da promocéo do crescimento vegetal nas plantulas com as variaveis, numero de plimulas por
plantula, altura de plantula utilizando régua graduada, onde foi considerada a distancia entre o
solo até a ponta da plumula mais alta ndo estendida, e o diametro do pseudocolmo a 5 cm do
solo, utilizando paquimetro digital.

A estimativa da area foliar da plamula primaria foi realizada segundo as recomendacdes
de Bianco et al. (2000), levando-se em consideracdo os parametros dimensionais, largura e
comprimento da plimula, as medi¢c6es foram realizadas com paquimetro digital. A intensidade
do verde das plumulas foi avaliada utilizando-se o medidor portatil SPAD-502 (Soil Plant
Analysis Development), clorofildmetro, mensurando-se as plimulas primarias na porcao
intermediaria. A determinacdo da massa seca da parte aérea das plantulas, ocorreu com corte
rente ao solo e o material vegetal seco em estufa, a 55 °C por 72 h.

Para analise da comunidade bacteriana total presente no solo rizosférico no 21° dia ap6s
a semeadura, as amostras de solo rizosférico foram coletadas de cada vaso, posteriormente
homogeneizada a cada 10 vasos formando uma amostra composta, totalizando trés amostras
compostas por tratamento. Antes da implantacdo do experimento trés amostras do solo foram

coletadas (solo zero). Apos as coletas, os solos tiveram seus DNAS total extraidos com Power

43



OLIVEIRA, J.T.C. Contribuic&o de bactérias promotoras de crescimento...

Soil DNA kit (MoBio; EUA), seguindo com a avaliacdo de integridade por eletroforese em gel
de agarose 1,2% em tampédo TAE 1x (40mM de Tris-acetato; 1 MM de EDTA).

Na amplificagdo do gene 16s rDNA utilizou-se o0s primers PO27F (5°-
GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) e R1387 (5’-CGGTGTGTACAAGGCCCGGAACG-
3”) e a reagdo de amplificacdo seguindo as recomendacdes de Heuer et al. (1997). O produto
da PCR (Polymerase Chain Reaction) foi avaliado por eletroforese em gel de agarose 1,2% em
tampéo 1x TAE e corado com Blue greenloading.

Para a analise do polimorfismo de fragmentos de restricdo (RFLP) os produtos da PCR
do gene 16s rDNA foram digeridos com as enzimas de restricdo Hindlll, Haelll e Mbol. Para
cada enzima foram preparadas misturas individuais contendo 7 pL do produto da PCR, 10 X
do tampéo especifico para cada enzima; 2 U da enzima de restri¢do e 2,7 pL de agua ultrapura.
As digestdes foram realizadas a 37 °C por 10 horas. Os produtos da digestdo foram separados
por eletroforese em gel de agarose a 2,5% em tampdo 1x TAE e corado com Blue greenloading.

Na fase vegetativa as plantas foram analisadas para caracteristicas morfoldgicas e
fisioldgicas e producao. Na parte aérea das plantas, mensurou-se a altura média de planta por
vaso com trena graduada, considerando a distancia desde a superficie do solo até a folha mais
alta ndo estendida. Posteriormente, contabilizou-se o nimero de perfilhos e folhas vivas por
vaso. Trés folhas totalmente expandidas por vaso tiveram seus comprimentos desde a ponta até
a ligula e larguras no terco médio das laminas foliares mensurados, os dados biométricos foram
utilizados para estimativa da area foliar segundo as recomendacdes de Bianco et al. (2000).
Nas mesmas folhas, no terco médio das laminas foliares foi avaliado a intensidade de verde
das folhas, utilizando o medidor portatil SPAD-502 (Soil Plant Analysis Development),
clorofilémetro.

Para determinacdo da producdo de massa de forragem acima de 10 cm do solo por vaso,

as amostras foram cortadas e secas em estufa de circulagdo de ar forgada, a 55° C por 72 h.
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Nas avalia¢des do sistema radicular, mensurou-se 0 comprimento da maior raiz, apds o sistema
radicular ser lavado e desembaracado. A determinacdo da massa seca da raiz ocorreu
semelhantemente a massa de forragem da parte aérea.

Amostras da parte aérea e raiz por ciclo de corte foram secas, moidas e analisadas
quanto as concentracdes de N total e abundancia de atomos de °N como descrito por Trivelin
(1973). A expressédo para o calculo do percentual de N da planta derivado do ar foi estimado
pela equacdo descrita por (Shearer & Kohl, 1986):

%Ndda = [ §*°N (planta referéncia) - 5'°N (planta fixadora) ] x 100

31N (planta referéncia) - B
Em que: %Ndda é o percentual de N da planta fixadora que é derivado do ar, §'°N (referéncia)
é a abundancia de °N da planta controle no fixadora, §*°N (fixadora) é a abundancia de °N
da planta fixadora ¢ B (também chamado valor B) é o valor de °N para plantas fixadoras
cultivadas na auséncia de N.

Cabe salientar que a planta referéncia utilizada foi a B. decumbens do tratamento
testemunha sem indculo e sem adubacgédo, semelhante aos trabalhos de Freitas et al. (2010) e
Schultz et al. (2012), assim possibilitando inferir o percentual de N da fixacdo bioldgica
acrescido pelas co-inoculacdes, e considerando zero quando inferior a planta referéncia. Para
o valor B da equacgdo, valor de °N para plantas fixadoras cultivadas na auséncia de N,
considerou-se zero, valor este comumente utilizado na avaliagdo em gramineas (Chalk et al.,
2016).

No experimento 1 utilizando o programa estatistico SISVAR 5.1 (Ferreira, 2011)
visando contrastar os efeitos dos tratamentos inoculados com a testemunha e os inoculados
isolados da B. decumbens com os inoculados isolados de B. humidicola, foram realizados

contrastes ortogonais utilizando os testes t e F a 5%. A comparacao das médias de todos 0s
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tratamentos em relacéo a testemunha foi realizada pelo teste de Dunnett a 5%, os tratamentos
que se sobressairam foram comparados entre si, para cada variavel, pelo teste de Tukey a 1%.

No experimento 2 para as caracteristicas de emergéncia e crescimento inicial das
plantulas os dados foram submetidos ao teste de Tukey a 5% por meio do software estatistico
SISVAR 5.1. A diversidade genética da comunidade bacteriana rizosférica foi avaliada pela
analise de componente principal e a significancia nas separac6es das comunidades bacterianas
determinadas pela analise de similaridade de ANOSIM, ambos utilizando o software PAST 1.9
(Hammer et al., 2000). A analise de ANOSIM observa diferencas significativas com base em
algoritmos de distancias médias entre grupos gerando correlacdo R. Valores R>0,75 indica que
0S grupos se encontram bem separados, para 0,25>R<0,75 0s grupos separam-se, porém
apresentam sobreposicdes e, valores R<0,25 ndo existe separacdo entre os grupos (Clarke &
Gorley, 2001).

Na fase vegetativa os dados foram analisados em esquema fatorial 7 x 3, sete
tratamentos: cinco co-inocula¢fes, uma adubacéo e a testemunha sem indculo e sem adubacao,
e trés ciclos de corte, 70°, 105° e 140° dias ap0s a semeadura, aplicando-se o teste de Tukey a

5% para as médias no programa estatistico SISVAR 5.1.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em condi¢gbes de camara de germinacdo (experimento 1) o grupo de bactérias
inoculadas promoveram 0 aumento na germinacdo e o crescimento de plantulas de B.
decumbens cultivar Basilisk, frente ao tratamento Testemunha (Tabela 3), tendo o grupo de
bactérias homologas a espécies de braquiaria inoculada, maiores incrementos nas variaveis
primeira contagem de sementes, IVG, nimero de pelos absorventes, comprimento de raiz

primaria, hipocétilo e plantula total (Tabela 3).
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Tabela 3. Comparacéo entre grupos de médias por contrastes ortogonais para as caracteristicas
de germinagéo e crescimento inicial de plantulas de Brachiaria decumbens cultivar Basilisk,

apos a inoculagcdo em sementes com bactérias promotoras de crescimento vegetal

.- Comprimento Massa
Media PC VG NRS NP RP  Hipocétilo Total seca
e e —— (0 —— -g--

IBD 38,916 2,939 7,135 1,279 4,336 7,376 11,368 0,006
IBH 33541 2,580 6,948 1,291 3,944 7,285 10,694 0,011

Inoculados 36,229 2,760 7,041 1,285 4,140 7,330 11,031 0,009
Testemunha 22,500 1,971 2,885 0,706 3,878 3,728 5,767 0,006

Geral 35,680 2,728 6,875 1,262 4,129 7,186 10,820 0,009
Inoculados vs Testemunhas
Teste t 2,575* 2,079* 4,191* 4,452* 0,677* 5,796* 4,267 0,527*
Teste F 6,633* 4,321* 17,566* 19,817* 0,458* 33,595* 18,208* 0,278*
Isolados inoculados de B. decumbens vs Isolados inoculados de B. humidicola
Teste t 2,497* 2,370 0,475* -0,164"™ 2,104* 0,366* 1,318* -2,810™
Teste F 6,237* 5,616* 0,225* 0,270™ 4,428* 0,134* 1,737  0,079™

PC: Primeira contagem de sementes germinadas; IVG: indice de velocidade de germinagio;
NRS: Numero de pelos absorventes; NP: Numero de plimulas; RP: Comprimento de raiz
primaria; IBD: Média dos inoculados isolados de B. decumbens; IBH: Média dos inoculados

isolados de B. humidicola; ™: Nao Significativo; *: Significativo a 5% de probabilidade.

Para a primeira contagem de sementes germinadas e o IVG em condi¢Ges de camara de
germinagdo, 8,3% e 20,8% dos inoculos destacaram-se em relacéo a tratamento Testemunha
(Tabela 4). Dentro de cada varidvel entre os in6culos com destaque ndo foram observadas
diferencas estatisticas (Tabela 5). Com os tratamentos inoculados com as bactérias Klebsiella
(UAGB154) e Rhizobium (UAGB167) proporcionando 0s maiores incrementos em relacéo a
testemunha, com 108,8% e 80,2% para caracteristicas de primeira contagem de sementes
germinadas e IVG, respectivamente. Oliveira et al. (2009) enfatizam a importancia do elevado
vigor das sementes como forma de obter germinagdo uniforme e consequentemente um maior

IVG.
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Tabela 4. Caracteristicas de germinacdo e crescimento inicial de plantulas de Brachiaria

decumbens cultivar Basilisk, apds a inoculacdo em sementes de bactérias com potencial

biotecnoldgico, com permanéncia de 21 dias em camara de germinacao a temperatura de 255

°C sob fotoperiodo de 12 h

Comprimento Massa

Tratamentos VG NRS NP RP  Hipocétilo Total seca
=00 - s CM ======mmmmmm -g--

UAGBO01 33,000™ 2,549™ 9,389* 1,022" 3,948™  7,335™  11,264™ 0,056™
UAGB93 33,500™ 2,462"™ 8,700* 1,150™ 5,333* 7,537  10,725™ 0,007™
UAGB9%4 19,500™ 1,412™ 7,961™ 0,997™ 4,132"  7,209™ 10,025 0,008
UAGB105  41,500™ 3,112"™ 7,225" 1,175"™ 3,755 7,517" 11,272™ 0,008™
UAGB106  30,000™ 2,224™ 6,575™ 1,275™ 4,017 6,687™ 10,367™ 0,009
UAGB110  21,500™ 1,769™ 8,082* 1,477* 3,177™ 7,448™ 9,135"™ 0,007™
UAGB10 39,500™ 3,509* 6,522™ 1,130™ 3,843"™ 7,214™  11,090™ 0,007
UAGB39 39,500™ 3,054™ 4,939™ 1,287™ 3,762  8,575*  12,304* 0,006™
UAGB60 38,500™ 2,881™ 5;725™ 1,625* 3,205™ 7,203  10,237™ 0,008™
UAGB119  33,500™ 2,593™ 5,650™ 1,425* 4,262™ 5,762™ 10,025™ 0,008"
UAGB128  37,500™ 2,773™ 4,633™ 1,333™ 3,969™ 7,833* 10,862™ 0,007™
UAGB132  35,000™ 2,625™ 7,975™ 1,600* 3,927 7,100™ 11,027 0,007
UAGBG68 41,500™ 3,197" 5525™ 1,400* 4,250™  7,447™  11,697™ 0,009™
UAGB69 34,500™ 2,593"™ 5,800™ 1,300™ 3,535" 6,687™ 10,222"™ 0,007™
UAGB70 37,500™ 2,725™ 5812™ 1,081™ 3,426™ 7,200  10,067™ 0,008™
UAGB154  47,000* 3,532* 8,400* 1,005™ 5,420* 7,792* 13,212* 0,005™
UAGB156  26,500™ 2,025" 11,550* 1,300™ 4,740™  7,082"™  11,822* 0,006™
UAGB167  46,000* 3,558* 9,800* 1,450* 4,685"™ 7,335 12,320* 0,006"™
UAGBT71 41,000™ 3,209* 5,400™ 1,425* 4,585"  8,732*  13,117* 0,006
UAGBS80 42,000™ 3,152"™ 6,705™ 1,283™ 5,229*  8,708*  12,205* 0,004™
UAGB96 32,500™ 2,446™ 8,087* 1,281™ 4,160™ 7,177™  10,905™ 0,008™
UAGB139  36,000™ 2,734™ 4,950™ 1,150™ 4,415™ 6,497 10,912™ 0,007"
UAGB147  38,500™ 2,903™ 5875™ 1,325™ 4,645™ 6,030™ 9,160™ 0,007™
UAGB150  44,000™ 3,205* 7,725™ 1,350™ 2,945"™  7,835* 10,780™ 0,007"™
Testemunha 22,500 1,971 2,885 0,706 3,878 3,728 5,767 0,006
CV (%) 29,66 27,46 27,81 20,42 19,83 17,64 22,30 25,11

PC: Primeira contagem de sementes germinadas; IVG: indice de velocidade de germinagio;

NRS: Ndmero de pelos absorventes; NP: Numero de plimulas; RP: Comprimento de raiz

primaria; ": N&o significativo, pelo teste de Dunnett, em nivel de 5% de probabilidade; *:

Significativo e superior a testemunha, pelo teste de Dunnett, em nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela 5. Caracteristicas de germinacdo e crescimento inicial de plantulas de Brachiaria

decumbens cultivar Basilisk, apds a inoculacdo em sementes de bactérias com potencial

biotecnoldgico, com permanéncia de 21 dias em camara de germinacao a temperatura de 255

°C sob fotoperiodo de 12 h, dos tratamentos superior a testemunha, pré-selecionados pelo teste

de Dunnett
Comprimento

Tratamentos PC VG NRS NP RP Hipocotilo  Total

== 00 --  eemmemmememmmeemmeeeees e cM ------------
UAGBO01 - - 9,389B - - - -
UAGB93 - - 8,700B - 5,333A - -
UAGB110 - - 8,082B 1,477A - - -
UAGB10 - 3,509A - - - - -
UAGB39 - - - - - 8,575A  12,304A
UAGBG60 - - - 1,625A - - -
UAGB119 - - - 1,425A - - -
UAGB128 - - - - - 7,833A -
UAGB132 - - - 1,600A - - -
UAGBG68 - - - 1,400A - - -
UAGB154 47,000A 3,532A 8,400B - 5420A  7,792A  13,212A
UAGB156 - - 11,550A - - - 11,822A
UAGB167 46,000A 3,558A  9,800B 1,450A - - 12,320A
UAGB71 - 3,209A - 1,425A - 8,732A  13/117A
UAGB80 - - - - 5229A  8,708A  12,205A
UAGB96 - - 8,087B - - - -
UAGB150 - 3,205A - - - 7,835A -
CV (%) 9,69 7,03 13,41 17,45 10,33 15,51 18,86

-: Dados ndo superiores a testemunha ap6s analise pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade;

PC: Primeira contagem de sementes germina das; IVG: indice de velocidade de germinago;

NRS: Ndmero de pelos absorventes; NP: Numero de plumulas; RP: Comprimento de raiz

primaria; Médias seguidas da mesma letra na coluna nédo diferem entre si pelo teste Tukey a

1% de probabilidade.
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Plantulas vigorosas podem competir mais eficientemente em condicdes de estresse por
luz, nutrientes e agua, influenciando o estabelecimento da populacdo vegetal na pastagem,
assim diminuindo o numero de plantas invasoras, contribuindo para menores perdas de agua e
erosao do solo e reduzindo o tempo de espera para entrada de animais na pastagem (Aradjo et
al., 2010; Zuffo et al., 2014). A inoculacdo de BPCP tem proporcionado 0 aumento na
germinacdo em condicdes controladas em sementes de outras gramineas como o0 Centeio
(Secale cerele L.) (Merzaeva & Shinkikh, 2010), Milho (Zea mays L.) (Mascierelli etal., 2013)
e Arroz (Oryza sativa L.) (Araujo et al., 2010).

Para as variaveis numero de pelos absorventes e de plumulas, 29,2% dos indculos
destacaram-se em relacdo ao tratamento Testemunha (Tabela 4). Entre os indculos que se
sobressairam na variavel numero de pelos absorventes por plantula, o tratamento com a
bactéria Klebsiella (UAGB 156) destacou-se, com incremento de 300,3% em relacdo a
testemunha (Tabela 5). Para 0 nimero de pldmulas por plantula ndo foram observadas
diferencas entre os tratamentos pre-selecionados pelo teste de Dunnett (Tabela 5), tendo a
bactéria Klebsiella (UAGB60) proporcionado o maior incremento frente a testemunha, com
aumento de 131,4%.

No comprimento de raiz primaria 12,5% dos indculos se sobressairam em relacdo ao
tratamento Testemunha (Tabela 4). Para o comprimento do hipocotilo e total de plantula 25,0%
dos tratamentos obtiveram destaque em relacdo a testemunha (Tabela 4). Nao observando
diferencas entre os indculos pré-selecionados pelo teste de Dunnett para as variaveis
comprimento de raiz primaria, hipocotilo e total de plantula (Tabela 5). Os maiores
incrementos frente a testemunha foram observados com as bactérias Klebsiella (UAGB154)

para as variaveis comprimento de raiz primaria e total de plantula, com aumentos de 39,7% e
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129,1%, respectivamente, e com a Sinomonas (UAGB71) na varidvel comprimento de
hipocotilo, com aumento de 134,2%.

Nos tratamentos com os maiores percentuais de incremento frente a testemunha, as
bactérias Klebsiella (UAGBG60), Klebsiella (UAGB156), Klebsiella (UAGB154), Rhizobium
(UAGB167) e Sinomonas (UAGB71), as trés Gltimas apresentam producdo de AlA in vitro
superior a 100,08 pug mL?* (Tabela 1). Possivelmente favorecendo o maior percentual de
sementes germinadas na primeira contagem e o I\VG, além das caracteristicas de comprimento
de raiz primaria, hipocatilo e total de plantula. Nos demais tratamentos as producées de AIA
variaram de 4,98 a 67,17 pg mL™:, provavelmente a interagdo micro-organismo planta assumiu
papel fundamental nos resultados biologicos positivos desta parceria.

Os micro-organismos capazes de produzir auxina podem exercer efeitos benéficos
sobre o desenvolvimento da planta, principalmente no sistema radicular, além do aumento da
germinacdo e emergéncia (Aradjo et al., 2012; Mia et al., 2012), com melhorias do
desenvolvimento e arquitetura do sistema radicular. As plantas infectadas por BPCP que
produzem AIA elevam a capacidade de absorcdo de agua e de nutrientes do solo e por
consequéncia potencializam seu desenvolvimento e as chances do estabelecimento da cultura
(Malhotra & Srivastava, 2009; Puente et al., 2009; Machado et al., 2013). Entretanto, o
crescimento da planta pode ndo interferir na massa seca vegetal, devido a acdo deste
fitohormonio sobre o alongamento celular e turgéncia vacuolar (Conceicao et al., 2008), como
observado neste estudo.

As cinco bactérias que obtiveram com os maiores percentuais de incremento frente a
testemunha no experimento 1, foram utilizadas para compor o M1X 1 do experimento 2, destas,
apenas a Klebsiella (UAGB60) apresenta como planta de origem a B. humidicola (Rendle)

Schweick. (Tabela 1), evidenciando a influéncia do fator genétipo da planta e da bactéria para
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0 sucesso da inoculagdo. Semelhante ao observado em condicdes de casa de vegetagdo com o
MIX 3 composto com bactérias homologas a cultivar B. decumbens, com resultados
assemelhando-se a adubacdo quimica e estatisticamente superiores a testemunha em todas as
variaveis analisadas, exceto para a primeira contagem de plantulas emergidas (Tabela 6). Cabe
salientar que todos 0s MIXs avaliados promoveram incremento em no minimo duas variaveis

entre todas avaliadas.

Tabela 6. Caracteristicas de emergéncia e promocéo de crescimento de plantulas aos 21 dias
apos a co-inoculacdo de bactérias com potencial biotecnoldgico em sementes de Brachiaria

decumbens cultivar Basilisk em casa de vegetacao

VE PSG NP AP DP AF SPAD MS

Tratamentos -

% --- ----Ccm ---- cm? ----  gplantula®
MIX 1 7,833b 52,225b 3,000a 11,480b 0,126 c 3,123b 24,426b 0,103 b
MIX 2 7,933b 74,000a 3,000a 11,968b 0,155a 4,592a 25,553b 0,148b
MIX 3 9,866 a 65,780a 3,000a 12,843a 0,153a 5,172a 26,643a 0,237 a
MIX 4 7,833b 52,225b 3,011a 12,113b 0,145a 4,445a 25,941b 0,182b
MIX 5 11,100a 53,555b 3,011a 11,580b 0,138b 4,873a 26,996a 0,147b
AQ 10,666a 72,000a 3,000a 12,603a 0,156a 4,152a 26,586a 0,289a

Testemunha 8,333 b 55,555b 2,864b 11,647b 0,138b 3,470b 25555b 0,160 Db
CV (%) 19,64 24,02 3,67 14,16 15,76 23,85 11,25 23,25

AQ: Adubagio quimica; IVE: indice de velocidade de emergéncia; PSG: Percentual de
sementes germinadas ao fim do periodo experimental; NP: Numero de pliumulas por plantula;
AP: Altura de plantula; DP: Diametro de pseudocolmo a cinco centimetros do solo; AF: Area
foliar da plimula primaria; SPAD: Medicdo da intensidade do verde das plumulas primérias;
MS: Massa seca de parte aérea por plantula. Médias seguidas da mesma letra na coluna nao

diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
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O ndo aumento nas varidveis analisadas ap0s as co-inocula¢des possivelmente pode ser
atribuido a presenca da comunidade bacteriana indigena do solo ou planta, que interferem na
capacidade das bactérias inoculadas em se estabelecer e competir com a microbiota nativa,
bem como, as condicBes fisicas e quimicas do solo que podem ser desfavoraveis para seu
adequado estabelecimento (Bécquer et al., 2013).

Houve incremento frente a testemunha no IVE de 18,4% e 33,2%, pelos MIXs 3 e 5, e
no percentual de sementes germinadas ao fim do periodo experimental de 33,2% e 18,4%,
pelos MIXs 2 e 3, respectivamente (Tabela 6). A quebra da dorméncia e o rapido
desenvolvimento do embrido em sementes inoculadas com BPCP, podem influenciar
significativamente no aumento da emergéncia de plantulas (Shahverdi et al., 2014). Resultados
semelhantes foram observados por Sanchez-Yariez et al. (2014) avaliando sementes de Milho
(Zea mays L.) e Caro et al. (2014) em sementes de Panicum maximum Jacqg.

Para o nimero de plumulas por plantula, todos os MIXs contribuiram positivamente.
Para altura de plantula o MIX 3 promoveu acréscimo de 10,2% em relacdo ao tratamento
Testemunha. No diametro de pseudocolmo os MIXs 2; 3 e 4 elevaram em 7,1% e para a area
foliar da plumula priméaria os MIXs 2; 3; 4 e 5 proporcionaram aumento superior a 28,2%
frente ao tratamento Testemunha (Tabela 6). Embora quase todos os tecidos vegetais sejam
capazes de produzir niveis baixos de AlA, os meristemas apicais de caules e as folhas jovens
sdo os principais locais de sintese desses fitohormoénios. Nos primérdios foliares a auxina
acumula-se no apice, a medida que as folhas se desenvolvem, acimulos destes fitohormodnios
podem ser detectados nas margens das folhas (Taiz & Zeiner, 2013). Desta forma, bactérias
que produzem AIA podem exercer efeito positivo nos parametros dimensionais das folhas

(Araujo et al., 2012).
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No indice de SPAD os MIXs 3 e 5 obtiveram destaque, proporcionando aumento em
relacdo ao tratamento Testemunha de 4,2% e 5,7% respectivamente, nos niveis de pigmentos
fotossintéticos (Tabela 6). Pelo fato do N ser um dos constituintes da clorofila, o teor deste
pigmento pode ser usado como um indicador do nivel de N nas folhas (Bianchet et al., 2013,
Canellas et al., 2013). Bactérias diazotroficas associadas a plantas podem fornecer o N de
forma mais efetiva, elevando seus niveis e consequentemente elevando os teores de clorofila
(Kelume et al., 2011). Resultados semelhantes foram observados por Chauhan et al. (2013) ao
co-indcular diferentes estirpes bacterianas em Cana-de-agucar (Saccharum officinarum L.).

Para massa seca de plantulas o MIX 3 proporcionou incremento de 50,0% frente ao
tratamento Testemunha (Tabela 6). O aumento na produtividade em plantas inoculadas com
bactérias diazotroficas possivelmente ocorre devido ao aumento do N disponivel (Shahverdi et
al., 2014). Este nutriente suprido via fixacdo biologica (Aradjo et al., 2014), além de estimular
a producdo vegetal, facilita a producdo de fitohormonios por bactérias, que por sua vez,
favorecem o desenvolvimento de raizes e consequentemente a absorcao de N, fésforo e outros
nutrientes indispensaveis ao desenvolvimento vegetal (Tripathi et al., 2013).

No tocante a comunidade bacterina rizosférica, as co-inoculacdes e a adubacao
promoveram a mudanca nas comunidades bacterianas ja na fase inicial de crescimento do
vegetal (Figura 1). Entre os MIXs 2; 3 e 4 as sobreposi¢cdes demonstram por meio da analise
ANOSIM uma maior similaridade das comunidades entre os solos inoculados (R<0,111)
(Tabela 7). Cabe salientar que apenas a germinacdo das sementes promoveu a alteracdo na
comunidade bacteriana do solo. Segundo Salamone et al. (2012), a inoculacdo de BPCP altera
a comunidade indigena do solo, favorecendo a heterogeneidade da comunidade bacteriana

(Trabelsi et al., 2011).
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Figura 1. Anéalise da componente principal (PC) do polimorfismo de fragmentos de restricdo

do gene 16s rDNAs das comunidades bacterianas do solo rizosférico de plantulas de Brachiaria

decumbens cultivar Basilisk aos 21 dias apds as co-inoculacdes de bactérias promotoras de

crescimento de planta.

Tabela 7. Valores de R da analise de similaridade de ANOSIM com base no gene 16s rDNAs

das comunidades bacterinas do solo rizosferico de plantulas de Brachiaria decumbens cultivar

Basilisk aos 21 dias apés as co-inoculagdes de bactérias promotoras de crescimento de planta

Tratamentos MIX 1 MIX2 MIX3 MIX4 MIX5 AQ Testemunha
MIX 1 - - - - - -

MIX 2 0,370 - - - - -

MIX 3 0,500 0,037 - - - -

MIX 4 0,481 0,074 0,111 - - -

MIX 5 0,796 0,296 0,592 0,020 - -

AQ 1,000 0,981 1,000 0,592 0,722 -
Testemunha 1,000 0,889 1,000 0,815 0,852 1,000

Solo Zero 1,000 1,000 1,000 0,778 0,833 1,000 0,574

AQ: Adubacdo quimica; R>0,75 grupos encontram-se bem separados; 0,25>R<0,75 grupos

estdo separados, porém apresentam sobreposi¢des; R<0,25 ndo ha separacao entre 0s grupos.
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Na fase vegetativa todas as variaveis analisadas tiveram efeito positivo das co-
inoculagdes, apresentando interacfes entre os periodos de corte e os tratamentos. Os MIXs
tiveram comportamentos distintos entre as variaveis estudadas e ciclos de avaliacdo, porém de
forma geral os co-indculos 1 e 3 destacaram-se dos demais e do tratamento Testemunha,
superando ou assemelhando-se ao tratamento Adubagdo em um maior nimero de variaveis
(Tabelas 8, 9 e 10). Esses resultados, possivelmente devem-se a composi¢do dos MIXs 1 e 3
com bactérias homologas a planta inoculada, bem como, ao maior desenvolvimento das
plantulas até 21° apos a semeadura, MIX 3 e a avaliacdo prévia da interacdo bactéria planta,
com o MIX 1 composto por isolados que obtiveram destaque em teste de germinacgdo

(exeperimento 1).
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Tabela 8. Altura média de planta, nimero de folhas e de perfilhos, e area foliar de Brachiaria decumbens cultivar Basilisk, conforme as co-

inoculacdes de bactérias com potencial biotecnologico e cortes realizados com intervalos de 35 dias

Tratamentos Corte 1 Corte 2 Corte 3 Ccv Corte 1 Corte 2 Corte 3 Ccv

Altura média de planta (cm vaso™) (%) Namero de perfilhos (nimero vaso™) (%)
MIX 1 74,316 Ba 46,997 Ab 35,340 Ac 22,598 ABc 30,488 ABCb 49,200 ABa
MIX 2 68,752 Ca 46,447 Ab 27,588 Bc 19,361 Bc 28,900 BCh 42,888 Ca
MIX 3 68,703 Ca 46,194 ABb 27,500 Bc 21,366 ABc 31,396 ABb 45,300 BCa
MIX 4 73,035 Ba 42,525 BCh 25,711 BCc 12,12 20,005 Bc 25,421 CDb 37,000 DEa 11,91
MIX 5 67,818 Ca 41,609 Cb 26,822 BCc 20,328 Bc 27,734 BCb 42,000 CDa
Adubacao 78,951 Aa 39,650 Cb 25,330 BCc 26,076 Ac 33,200 Ab 52,400 Aa
Testemunha 70,534 BCa 39,509 Cb 23,290 Cc 18,799 Bb 20,733 Db 33,900 Ea
CV (%) 16,25 11,27

Numero de folhas vivas (nmero vaso™) Area foliar (cm? por folha)

MIX 1 92,077 ABb 105,009 ABb 172,200 ABa 48,680 Aa 33,004 Ab 26,559 Ac
MIX 2 79,804 Bc 106,900 ABb 150,111 Ca 45,169 ABa 32,672 ABb 23,386 ABc
MIX 3 94,793 ABc 114,649 Ab 158,400 BCa 44,239 Ba 32,620 ABb 23,020 ABc
MIX 4 82,006 Bb 91434Bb 129500 DEa 084 45505 ABa 31,974 ABb 24153 ABc 872
MIX 5 79,325 Bc 107,528 ABb 147,000 CDa 47,387 ABa 31,194 ABb 27,075 Ac
Adubacéo 106,548 Ab 110,837 Ab 183,400 Aa 49,353 Aa 31,192 ABb 20,605 Bc
Testemunha 77,154 Bb 72,744 Cb 118,650 Ea 40,720 Ca 28,530 Bb 19,650 Bc
CV (%) 9,95 7,67

Médias seguidas da mesma letra maiuscula na coluna e minuscula na linha nao diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 9. Intensidade de verde da folha, massa de forragem, comprimento e massa seca de raiz de Brachiaria decumbens cultivar Basilisk,

conforme as co-inoculagdes de bactérias com potencial biotecnoldgico e cortes realizados com intervalos de 35 dias

Tratamentos Corte 1 Corte 2 Corte 3 Ccv Corte 1 Corte 2 Corte 3 Ccv
SPAD* (%0) Massa de forragem (g vaso™) (%0)
MIX 1 31,792 Ba 33,733 Aa 33,030 ABa 23,425 Ba 14,065 BCDb 15,460 Ab
MIX 2 29,767 Bb 31,471 Aab 33,477 ABa 21,680 Ca 14,921 BCb 15,364 Ab
MIX 3 30,502 Bb 33,076 Aa 33,070 ABa 23,975 Ba 14,739 BCb 14,029 ABb
MIX 4 31,445 Ba 32,330 Aa 33,588 ABa 550 24,285Ba 15,358 Bb 12,108 CDc 10,44
MIX 5 32,124 Ba 32,622 Aa 31,380 Ca 24,355 Ba 13,331 CDb 12,373 BCb
Adubacao 35,071 Aa 33,750 Aa 35,770 Aa 27,134 Aa 21,262 Ab 13,497 ABCc
Testemunha 29,596 Bab 28,068 Bab 30,750 Ba 21,187 Ca 12,497 Db 11,609 Cb
CV (%) 5,81 9,73
Comprimento de raiz (cm vaso™) Massa seca de raiz (g vaso™?)
MIX 1 90,637 ABab 108,218 Aa 96,300 Aab 33,556 Aa 30,355 Aa 24,767 Aa
MIX 2 89,504 ABa 96,244 ABa 84,906 Aa 33,012 Aa 20,482 Ab 24,599 Aab
MIX 3 87,233 ABb 103,043 Aa 88,975 Ab 36,716 Aa 25,709 Ab 23,075 Ab
MIX 4 82,135 BCa 82,866 CDa 82,866 Aa 8,88 34,775 Aa 27,656 Aab 21,740 Ab 20,98
MIX 5 90,777 ABa 90,618 Ca 88,432 Aa 27,463 ABa 19,914 Aa 23,870 Aa
Adubacéo 93,218 Aa 94,300 Ba 93,546 Aa 34,432 Aa 25,133 Ab 24,252 Ab
Testemunha 71,562 Ca 73,400 Da 76,687 Ba 20,903 Ba 26,581 Aa 19,829 Aa
CV (%) 9,33 22,58

*SPAD: Medicdo da intensidade do verde das folhas, utilizando-se o medidor Soil Plant Analysis Development. Médias seguidas da mesma

letra mailscula na coluna e mindscula na linha ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

58



OLIVEIRA, J.T.C. Contribuicéo de bactérias promotoras de crescimento...

Tabela 10. Nitrogénio total e percentual de nitrogénio acrescido via fixacdo biologica na parte aérea e raiz de Brachiaria decumbens cultivar

Basilisk, conforme as co-inoculagdes de bactérias com potencial biotecnoldgico e cortes realizados com intervalos de 35 dias

Tratamentos Corte 1 Corte 2 Corte 3 Ccv Corte 1 _ Corte 2 _ Corte 3 Ccv
Nitrogénio total na parte aérea (mg g2) (%) Nitrogénio total da raiz (mg g?) (%)
MIX 1 14950 Bb 15,555 Ab 19,305 Aa 10,991 Aa 7,121 ABb 7,595 Ab
MIX 2 14271 Bb 14,601 Ab 16,982 BCa 9412Ba 7,300 ABb 6,871 ABb
MIX 3 14,200 Bb 14,702 Ab 16,691 BCDa 11,222 Aa 6,922 Bb 6,623 ABb
MIX 4 14,352 Ba 14,903 Aa 15,093 Da 414 9,534Ba 7,526 ABb 7,300 ABb 4,91
MIX 5 13,555 Bc 15,401 Ab 17,000 BCa ' 10,585 Aa 8,021 Ab 6,436 Bc
Adubagcio 17,253 Aa 15,302 Ab 17,604 Ba 10,893 Aa 7,275 ABD 7,064 ABb
Testemunha 14,404 Bb 14,105 Ab 15,433 CDa 9,290 Ba 6,922 Bb 6,455 Bb
CV (%) 6,37 4,24
Percentual de nitrogénio acrescido pela Percentual de nitrogénio acrescido pela
co-inoculacdo na parte aérea co-inoculacdo na raiz
MIX 1 0,438 Ab 2,828 ABa 3,795 Aa 0,183 Ac 1,400 Ab 2,241 Aa
MIX 2 0,000 Bb 2,682 ABa 1,870 Ba 0,119 Ab 1,051 Aa 1,712 Ba
MIX 3 0,577 Ab 3,095 Aa 2,220 ABa 0,189 Ac 1,256 Ab 2,110 Aa 2196
MIX 4 0,500 Ab 2,089 ABa 2,076 ABa 26,53 0,000 Bc 1,019 Ab 2,008 Aa 1
MIX 5 0,594 Ab 2,529 ABa 3,168 ABa 0,191 Ac 1,337 Ab 2,089 Aa
Adubacio 0,478 Aa 0,551 Ca 0,823 Ca 0,000 Bc 0,866 Bb 1,512 Ba
CV (%) 20,59 24,73

Meédias seguidas da mesma letra maitscula na coluna e minuscula na linha ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
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Como observado nas varidveis morfoldgicas e fisioldgicas, altura média de plantas,
namero de perfilhos e folhas, rea foliar, intensidade de verde da folha, massa de forragem,
comprimento e massa seca de raiz (Tabelas 8, 9 e 10), e em outros estudos, a inoculagéo e co-
inoculacdo de BPCP em diferentes gramineas tem implicado na melhoria do crescimento e
producdo vegetal (Hungria et al., 2010; Carvalhais et al., 2013; Haiyambo et al., 2015). Os
cortes de avaliacdo propiciaram diminuicdo na variavel altura média de planta, porém com a
rebrota, Cortes 2 e 3, maiores valores foram observados para o nimero de perfilhos e folhas
por vaso, além da reducdo da area foliar (Tabela 8). Os incrementos constatados em tais
caracteristicas nas plantas de braquiaria inoculadas possivelmente ocorreram devido ao melhor
estado nutricional do vegetal e a maior concentracao de fitohormonio.

As BPCP estdo sendo empregadas com sucesso em diferentes espécies forrageiras em
todo o mundo, beneficiando a planta por mecanismos diversos como a fixacéo biologica de
nitrogénio, producao de fitohormonios, solubilizacdo de fosfato inorganico (Bashan & Bashan,
2010; Hungria et al., 2016). Kim et al. (2012) verificaram aumento no comprimento de parte
aérea de Panicum virgatum cultivar Alamo, inoculadas com Burkholderia phyfirmans. Araujo
etal. (2012) inoculando Bacillus sp. em sementes de B. brizantha cultivar Marandu verificaram
incremento com o decorrer dos cortes de avaliacdo, no perfilhamento das plantas inoculadas.
Guimardes et al. (2011) constataram aumento no nimero de folhas de B. decumbens inoculadas
com estirpes de Azospirillum spp.

As bactérias diazotréficas e produtoras de auxina, quando inoculadas podem
desempenhar efeitos benéficos sobre o sistema radicular (Mia et al., 2012), como observado
no comprimento e massa seca de raiz das plantas de braquiaria nos trés cortes de avaliacao
(Tabela 9). Plantas infectadas elevam a capacidade de absorcao de 4gua e de nutrientes do solo

(Malhotra & Srivastava, 2009; Machado et al., 2013; Okumura et al., 2013). Entretanto, houve
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reducéo no peso da massa seca de raiz com o avancar dos cortes (Tabela 9), possivelmente as
rebrotas tenderam a mobilizar nutrientes da raiz para o desenvolvimento da parte aérea do
vegetal, contudo ndo foi observado alteracdo no comprimento radicular.

As co-inoculagdes proporcionaram maiores concentracbes de N na planta, este
proveniente da fixacdo bioldgica (Tabela 10). No que se refere ao percentual de N acrescido
via fixacdo bioldgica, menores valores sdo observados no Corte 1, posteriormente com as
reinoculagfes nos Cortes 2 e 3 maiores percentuais foram constatados. Provavelmente as
reinoculagdes de BPCP contribuiram para a bioaumentacao das bactérias inoculadas, gerando
uma maior taxa de fixacédo biologica de N e melhor desenvolvimento das plantas, semelhante
ao observado por Kelemu et al. (2011) reinoculando BPCP em sementes de Brachiaria sp.
Cabe salientar que plantas adubadas quimicamente apresentam menores ou nulas taxas de
fixacdo biologica de N, como relatado por Kox et al. (2016).

A associacdo micro-organismo planta pode promover inimeros beneficios, sendo
capazes de reduzir a necessidade do uso de fertilizantes e promover o crescimento vegetal
(Egamberdiyeva et al., 2007; Silva et al., 2013). Entretanto, os genétipos dos organismos
envolvidos na associacdo podem implicar na expressdo fenotipica das caracteristicas
bacterianas (Loredo-Osti et al., 2004). Portanto, a exploracdo de BPCP representa uma
alternativa promissora para o melhor desenvolvimento e aperfeicoamento da producdo
agricola, tendo as pastagens vasto potencial para investigacGes e aplicacdes de indculos e co-
in6culos de BPCP visando um rapido estabelecimento da graminea, bem como, uma maior

producdo vegetal, com menos custos ao produtor e reduzindo danos ambientais.
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CONCLUSOES

A inoculagdo e co-inoculagdo de BPCP em sementes B. decumbens cultivar Basilisk
mostrou-se eficiente tanto em ambiente de caAmara de germinagdo como em casa de vegetacao.
Os tratamentos com bacterianas homologas a planta inoculada e com maiores producdes de
AlA tiveram destaque, com aumento nas caracteristicas de germinacdo e a promocdo do
crescimento do vegetal.

Em casa de vegetacdo os tratamentos MIX 1 e MIX 3 tiveram destaque, superando a
testemunha e assemelhando-se ao tratamento Adubacdo nas diferentes fases do
desenvolvimento das plantas avaliadas. Os processos de co-inoculacdo de BPCP e a adubacéo
quimica alteraram a comunidade bacteriana rizosférica no solo.

Estudos futuros em ambiente de campo e envolvendo outros componentes do sistema
pastoril sdo necessarios, de forma a melhor compreender a influencia dos inéculos e co-
inoculos no vegetal, assim visando a formulacdo de um produto com menores impactos

ambientais e de menor custo para o produtor.
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CAPITULO 3

Interacéo de bactérias diazotrodficas associadas a pastagens de Brachiaria decumbens

Stapf. em sistema silvipastoril com leguminosas arbdreas
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Resumo - O tipo de manejo e as diferentes espécies vegetais que ocupam o solo podem exercer
influéncia na quantidade, diversidade e funcionalidade das comunidades microbianas
diazotroficas e de vida livre no solo ou associadas ao vegetal, consequentemente, interferindo
nos processos bioldgicos e bioquimicos do solo. Neste sentido, objetivou-se avaliar a influéncia
de leguminosas arboreas Gliricidia (Gliricidia sepium Jacq.) e Sabia (Mimosa caesalpiniifolia
Benth.) e da sazonalidade climatica na densidade e diversidade da comunidade bacteriana
diazotrofica presente no nicho rizosfera de graminea Brachiaria decumbens Stapf. Cultivadas
em sistema silvipastoril, bem como, estimar a percentagem de nitrogénio fixado
biologicamente por bactérias diazotroficas. As coletas de solo rizosférico (0,0-0,2 m) e material
vegetal (0,25 m?) de plantas de B. decumbens Stapf. ocorreram na Estacdo Experimental do
Instituto Agronémico de Pernambuco, Itambé-PE, durante dois anos consecutivos. No decorrer
do ano os ciclos de coletas ocorreram nos periodos chuvoso (més de junho) e seco (més de
novembro), nos anos de 2012 a 2014, tendo a primeira avaliagdo ocorrido em novembro de
2012 e a ultima em junho de 2014. Os tratamentos avaliados foram, pastagem exclusiva de B.
decumbens e trés pontos em cada pastagem consorciada em diferentes distancias da
leguminosa, na planta de B. decumbens mais proxima da leguminosa, e nas distancias de 3,75
m e 7,5 m apos a leguminosa. As pastagens estavam dispostas em delineamento de blocos ao
acaso, com trés repeti¢des, com o arranjo dos dados em parcela subdividida no tempo, tendo
como varidveis a densidade bacteriana diazotréfica rizosférica, a diversidade bacteriana
rizosférica fixadora de nitrogénio e total, a producdo de massa seca de forragem, nitrogénio
total e relacdo carbono/nitrogénio da planta de B. decumbens, além do percentual de nitrogénio
nas plantas fixado biologicamente e o nitrogénio fixado biologicamente por m?. Alta densidade
bacteriana diazotrofica foi observada nos diferentes pontos de coleta e épocas do ano, com
variacdes no numero mais provavel de células bacterianas diazotroficas por grama de solo
rizosférico fresco de 4,00 x 10* a 7,00 x 107. Porém, ndo observou-se diferenca entre os logs x
das densidades bacterianas entre 0s tratamentos, ja entre as épocas do ano os periodos com
maior precipitagdo apresentou maiores densidades. A presenga das leguminosas arboreas e a
sazonalidade climatica alteraram a diversidade bacteriana, tanto diazotrofica como a total.
Maior producdo de massa de forragem de B. decumbens Stapf. foi observado com o
distanciamento das leguminosas, tendo as menores producgdes ocorrido nos periodos de
estiagem e nos tratamentos proximos das leguminosas. Nas varidveis nitrogénio total e relagcdo

carbono/nitrogénio das gramineas, houve variacdo apenas com a sazonalidade climatica. O
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percentual de nitrogénio e a quantidade de nitrogénio fixado biologicamente por m? nas
gramineas elevaram-se com o distanciamento das leguminosas. Trabalho futuros sdo
necessarios, com envolvimento de outros componentes do sistema, de forma a melhor
compreender a influéncia da presenca de leguminosas arbdreas na comunidade bacteriana

diazotréfica associada a graminea forrageira em sistema silvipastoril.

Palavras-chave: densidade bacteriana, diversidade bacteriana, fixacdo biologica de

nitrogénio, interacdo bactéria planta, graminea forrageira
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Interactions between diazotrophic bacteria associated with pastures of Brachiaria

decumbens Stapf. and leguminous trees in silvopastoral system

Abstract - The type of management and the different species that occupy the ground can
influence the quantity, diversity and functionality of diazotrophic and free-living microbial
communities in the soil or associated with the plant, thus interfering with biological and
biochemical processes in soil. In this sense, the objective of this study was to evaluate the
influence of legume Gliricidia (Gliricidia sepium Jacg.) and Sabia (Mimosa caesalpiniifolia
Benth.) and seasonality in density and diversity of the bacterial community present in the
rhizosphere diazotrophic of Brachiaria decumbens Stapf. Grown in silvopastoral system and
estimate the percentage of biologically fixed nitrogen by diazotrophs. The collect of
rhizosphere soil samples (0.0-0.2 m) and plant material (0.25 m?) of B. decumbens Stapf.
occurred at the Experimental Station of the Agronomic Institute of Pernambuco located in
Itambé-PE, for two consecutive years. During the year of 2012 and 2014 the collections cycles
occurred in rainy periods (June) and dry periods (November) with the first evaluation occurred
in November 2012 and the last in June 2014. The treatments evaluated were: exclusive grazing
B. decumbens and three points in each pasture consortium at different distances from legumes,
in B. decumbens plant closest to the legume, at distances of 3.75 m and 7.5m after legumes.
Pastures were arranged in a randomized blocks design, with three replications, with the
arrangement of the data in split plot in time, with the variables: bacterial density diazotrophic
rhizospheric, the rhizospheric diversity of nitrogen-fixing bacterial, total dry matter
production, total nitrogen and carbon/nitrogen ratio of B. decumbens, percentage of nitrogen
in plants biologically fixed and biologically fixed nitrogen per m2. High diazotrophic bacterial
density was observed among the different collection points and times of the year, with
variations in the likely number of diazotrophic bacterial cells per gram of fresh rhizosphere
soil of 4.00 x 10% to 7.00 x 10”. However, no difference was observed between the logs x
bacterial densities between treatments, as between season periods with higher precipitation
showed higher densities. The presence of leguminous trees and seasonality resulted in altered
bacterial diversity of both, diazotrophic and total. Increased production of herbage mass of B.
decumbens Stapf. was observed with the distachment of legumes, having lower production
during the dry season and next to the treatments of legumes. Total nitrogen variables and

carbon/nitrogen ratio of grasses, there was change only with seasonality. The percentage of
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nitrogen and the amount of biologically fixed nitrogen by m? in grasses increased with the
distance of legumes. Future studies are needed involving other system components, in order to
better understand the influence of the presence of leguminous trees in diazotrophic bacterial

community associated with forage grass in silvopastoral systems.

Key words: bacterial density, bacterial diversity, biological nitrogen fixation, forage grass,

plant bacteria interaction
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INTRODUCAO

A disponibilidade de nitrogénio (N) no solo é frequentemente limitante para o
crescimento das plantas e & produtividade das culturas. Quando adicionado aos solos na forma
de adubo quimico, ha perdas por volatilizacdo e lixiviagdo, tornando essa pratica bastante
onerosa (Santoyo et al., 2016). Com os altos custos da fertilizagdo nitrogenada e a demanda de
alimentos crescente, tem-se enfatizado a necessidade de maior exploracdo de bactérias
fixadoras de N atmosférico associadas a gramineas forrageiras (Silva et al., 2010; Silva et al.,
2013; Wembheuer et al., 2016). Isso ocorre devido a importancia destas gramineas para pecuaria
mundial e, principalmente para a brasileira, uma vez que a producéo de carne e leite é baseada
quase que exclusivamente nos sistemas de producéo a pasto (Rubel et al., 2015).

Em solos agricolas com cultivo de plantas ndo leguminosas, a contribuicédo da fixacao
bioldgica de N (FBN) por bactérias de vida livre e associativas nédo € tao significativa quanto
a contribuicao dos simbiontes (Andreote et al., 2014). Neste sentido, o uso de leguminosas em
pastos consorciados visa maior entrada de N (Freitas et al., 2010; Louam et al., 2015), além de
proporcionar melhorias no que tange aos fatores nutricionais e de qualidade do pasto (Silveira
et al., 2015). Nessa perspectiva enquadra-se o sistema silvipastoril com uso de leguminosas
arboreas, esse sistema é caracterizado pelo cultivo simultaneo de plantas forrageiras herbaceas
e arvores, objetivando a producdo animal e outros bens e servigos (Bussoni et al., 2015;
Apolinario et al., 2016).

As diferentes propriedades do solo, bem como, o tipo de uso e as diferentes espécies
vegetais que o ocupam influenciam na quantidade e diversidade das comunidades microbianas
diazotroficas e total de vida livre presentes no solo e associadas ao vegetal (Hayden etal., 2010;
Rasche et al., 2011; Jincai et al., 2016). Varios genes tém sido utilizados para determinacdo da

diversidade de individuos ou comunidades bacterianas presentes no solo, entre eles o gene nifH
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especifico para bactérias fixadoras de N atmosférico, por codificar parte do complexo
enzimatico da nitrogenase, que reduz o N atmosférico a aménia (Ueda et al., 1995). O gene
16S rDNA utilizado para avaliar a comunidade bacteriana total (Lammel et al., 2016), por esta
presente em todas bactérias e por ser altamente conservado pode ser utilizado para
investigacdes de variabilidade genética (Heuer et al., 1997). Sendo esperada maior diversidade
quando avaliada a comunidade geral de bactérias, em comparacdo com grupos funcionais
(Meyer et al., 2015).

Alteracbes nas comunidades bacterianas interferem nos processos bioldgicos e
bioquimicos do solo, alterando a produtividade agricola e a sustentabilidade dos
agroecossistemas (Azar et al., 2013). O funcionamento do ecossistema pastagem é regulado
por uma série de fatores bioticos e abidticos, e o papel das comunidades microbianas na
regulacao e manutencao deste ecossistema tem sido objeto de estudo recente. No entanto, ainda
existem lacunas de conhecimento sobre os impactos da mudanca da vegetacdo e da
sazonalidade climatica na fauna microbiana e as implicagcfes destas alteracdes na densidade,
diversidade e funcionalidade da comunidade bacteriana (Lima et al., 2015; Fry et al., 2016).

Neste sentido, objetivou-se avaliar a influéncia de leguminosas arboreas Gliricidia
(Gliricidia sepium Jacq.) e Sabid (Mimosa caesalpiniifolia Benth.) e da época do ano na
densidade e diversidade da comunidade bacteriana diazotrofica presente no nicho rizosfera,
bem como, estimar a percentagem de N fixado biologicamente por bactérias diazotroficas

associadas a graminea Brachiaria decumbens em sistema silvipastoril.

MATERIAL E METODOS
As coletas de solo rizosférico e de plantas de B. decumbens foram realizadas na Estacao

Experimental de Itambé, pertencente ao Instituto Agrondmico de Pernambuco, situada na
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microrregido fisiogréfica da Zona da Mata Norte do estado a 7°24°37” S e 35°06°46” O a 189
m de altitude e temperatura média 25 °C (CPRH, 2003). O solo da &rea experimental foi
classificado como argissolo vermelho-amarelo Tb distréfico, com horizonte A proeminente de
textura médio argilosa e relevo suavemente ondulado (EMBRAPA, 2006).

As amostras foram colhidas durante dois anos consecutivos em diferentes periodos do
ano, em junho, terco final da estagdo chuvosa, e novembro, més mais seco do ano. A primeira
coleta ocorrendo em novembro de 2012 (Ciclo 1) e a Gltima em junho de 2014 (Ciclo 4). O
total mensal de precipitacdo pluvial acumulada durante o periodo experimental pode ser

observado na figura 1 (IPA, 2016).
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Figura 1. Precipitacdo pluvial mensal de novembro de 2012 a junho de 2014 na Estacédo

Experimental de Itambé-PE, Instituto Agronémico de Pernambuco.

O experimento consistiu de pastagens em sistema silvipastoril B. decumbens e
Gliricidia, B. decumbens e Sabia, e B. decumbens em cultivo exclusivo. Foi utilizado o
delineamento de blocos ao acaso, com trés repeticdes de um hectare cada. As analises foram

feitas em esquema de parcela subdividida no tempo. Nas pastagens consorciadas as
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leguminosas foram estabelecidas no ano de 2011, arranjadas em filas duplas espagadas em 15,0
x 1,0 x 0,5 m, totalizando 2500 plantas por piquete. Todas as pastagens sob lotagcdo continua
com ajustes da oferta de forragem de 3,0 kg de matéria seca de B. decumbens por kg™ de peso
vivo animal. Os animais presentes nas pastagens eram bovinos machos mesticos das ragas
Girolando com peso vivo médio inicial de 175 kg.

As amostras de solo rizosférico, raiz e parte aérea de B. decumbens foram coletadas em
sete diferentes pontos, cada ponto consistindo de um tratamento, um na pastagem exclusiva de
B. decumbens e trés em cada pastagem consorciada em diferentes distancias das leguminosas,
nas plantas de B. decumbens mais préximas as linhas das leguminosas, e nas distancias de 3,75
m e 7,5 m apds as linhas das leguminosas. Cada amostra de solo rizosférico, raiz e parte aérea
de B. decumbens utilizada nas analises foi resultante de dez subamostras por ponto de coleta,
por bloco, por ciclo de avaliagdo. As amostras de solo rizosférico foram coletadas a
profundidade de 0-0,2 m, com as caracteristicas quimicas no inicio do periodo experimental

expressas na tabela 1, seguindo metodologia proposta pela EMBRAPA (1997).
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Tabela 1. Caracterizagdo quimica do solo na camada 0,0-0,2 m no inicio do periodo
experimental (novembro de 2012), em pastagens de Brachiaria decumbens Stapf. com e sem
a introducdo de leguminosas arboreas Gliricidia (Gliricidia sepium Jacq.) e Sabia (Mimosa

caesalpiniifolia Benth)

Tratamentos PH P Na K Ca
agua-1:2,5 mgdm?® - cmole dm™ —----eeem-
B 527 +0,15* 23,00 £+251 0,06 £0,02 0,50 £0,20 3,23 +0,58
GL 557 £0,32 43,67 £+430 0,07 0,03 0,28 £0,00 3,90 +1,48
GLB 580 +044 2367 4,16 0,06 +£0,02 048 £0,20 5,53 +£0,77
GB 577 £047 1327 +£108 0,05 0,01 0,45 £0,40 4,76 £1,97
SL 567 £0,15 2193 +£3,21 0,07 £0,00 0,26 £0,10 3,90 £1,05
SLB 587 £0,31 27,67 £351 0,06 £0,02 0,52 £0,30 3,90 +1,73
SB 550 +£0,17 21,00 £2,21 0,05 £0,01 0,25 +£0,10 3,46 1,24
Mg Al H+AI C.O. M.O.
----------------- cmole dmM™3 —--mmememeemeee e g kgL e
B 147 +0,23 0,23 £0,05 493 £0,28 15,30 +£2,77 26,00 +4,53
GL 163 £0,23 0,33 +0,15 3,66 £1,02 16,00 £1,21 33,00 £4,35
GLB 2,20 £0,75 0,20 £0,10 2,96 +0,96 16,67 £251 27,33 +4,34
GB 257 +040 0,20 £0,06 4,30 +£0,84 19,00 £2,64 11,67 +£5,50
SL 190 +0,10 0,23 0,05 3,33 £0,37 19,30 +2,68 34,00 3,84
SLB 250 +0,20 0,10 £0,07 3,06 £0,97 17,30 £1,65 30,33 +3,24
SB 190 +0,26 0,23 £0,05 3,93 £0,21 16,30 £3,05 23,00 4,58

*: Desvio padrédo; C.O.: Carbono organico total do solo; M.O.: Matéria organica total do solo;
B: Pastagens de braquidria em cultivo exclusivo; Plantas de braquiaria mais proxima a
Gliricidia (GL) e Sabia (SL); Plantas de braquiaria a 3,75 m de distancia da Gliricidia (GLB)

e Sabia (SLB); Plantas de braquiaria a 7,5 m de distancia da Gliricidia (GB) e Sabia (SB).

A densidade populacional de bacterias diazotroficas do nicho rizosfera foi analisada
segundo Ddbereiner et al. (1995) e Kuklinsky-Sobral et al. (2004). Cinco gramas de solo
rizosférico foram mantidas sob agitacao (90 rpm) a 28 °C, por 40 min, com 5 g de perolas de
vidro e tamp&o fosfato salino (PBS). Em seguida, diluidas nas concentragdes de 10, 10° e

10% em tamp&o PBS e posteriormente inoculadas em triplicata em meio NFb semi-solidos, e
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acrescentado 50 ug mL? do fungicida Cercobin 700 (Thiophanate Methyl). A incubagio
ocorreu por oito dias a 28 °C, sendo consideradas positivas aquelas que apresentaram halo de
crescimento no interior do meio de cultivo. O nimero mais provavel de bactérias diazotroficas
por grama de solo fresco foi determinado de acordo com a tabela de McCrady (Dobereiner et
al., 1995).
Amostras do solo rizosférico tiveram seus DNAs totais extraidos com Power Soil DNA kit
(MoBio; EUA). Apos a extracao, as integridades e qualidades dos DNAs foram verificadas por
eletroforese em gel de agarose 1,2% em tampdo TAE 1x (40mM de Tris-acetato; 1 MM de
EDTA). Para amplificacdo do gene nifH foram utilizados os primers 19F
(5’GCIWTYTAYGGIAARGGIGG-3’) e 407R (5’-AAICCRCCRCAIACIACRTC-3)
segundo Ueda et al. (1995), e para o 16s rDNA os primers foram PO27F (5°-
GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) e R1387 (5’-CGGTGTGTACAAGGCCCGGAACG-
3’) seguindo as recomendacgdes de Heuer et al. (1997). Em ambos os casos, o produto da PCR
(Polymerase Chain Reaction) foi avaliado por eletroforese em gel de agarose 1,2% em tampé&o
1x TAE e corado com Blue greenloading.

Para a analise do polimorfismo de fragmentos de restricdo (RFLP) os produtos da PCR
dos dois genes amplificados foram digeridos com as enzimas de restricdo Hindlll, Haelll e
Mbol. Para cada gene e enzima foram preparadas misturas contendo 7 pL do produto da PCR,
10 X do tampéo especifico para cada enzima; 2 U da enzima de restri¢do e 2,7 yL de agua
ultrapura. As digestBes foram realizadas a 37 °C por 10 horas. Os produtos da digestao foram
separados por eletroforese em gel de agarose a 2,5% em tampdo 1x TAE e corado com Blue
greenloading.

Amostras da parte aérea de B. decumbens foram coletadas rente ao solo em area de 0,25

m?, utilizando moldura quadrada de 0,5 m x 0,5 m. A anélise da massa de forragem foi realizada
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pelo método direto (Haydock & Shaw, 1975), as amostras foram secas em estufa de circulagdo
de ar forcada a 55° C por 72 h. Posteriormente as amostras vegetais foram moidas e analisadas
por espectrometria para determinagdo de N total, relagdo C/N, abundancia natural de & *°N
como descrito por Trivelin (1973).

A expressdo para o calculo do percentual de N da planta derivado do ar foi estimado pela
equacao descrita por Shearer & Kohl (1986):

%Ndda = [ 3*°N (planta referéncia) - §*°N (planta fixadora) ] x 100

31N (planta referéncia) - B
Em que: %Ndda é o percentual de N da planta fixadora que ¢ derivado do ar, 5:°N (referéncia)
é a abundancia de °N da planta controle nio fixadora, 8*°N (fixadora) é a abundancia de °N
da planta fixadora ¢ B (também chamado valor B) é o valor de 5*°N para plantas fixadoras
cultivadas na auséncia de N.

Cabe salientar que as plantas referéncia utilizadas foram a Solanum paniculatum L. e
Cyperus esculentus L. invasoras presentes na area experimental. Para o valor B da equacéo,
valor de N para plantas fixadoras cultivadas na auséncia de N considerou-se zero, nimero
comumente utilizado na avaliacdo em gramineas (Chalk et al., 2016). A massa de forragem foi
utilizada para estimar a quantidade em gramas de N fixado biologicamente por m?.

As diversidades bacterianas diazotréficas e totais presentes nos solos rizosféricos foram
analisadas utilizando dendrograma de similaridade calculado com base no Coeficiente de
Jaccard e agrupado através do algoritimo Unweighted Pair-Group Method with Arithmetical
Average, e pelo indice de similaridade de Shannon-Weaver, ambas as analises utilizando o
programa estatistico PAST 1.9 (Hammer et al., 2001).

As variaveis densidade bacteriana diazotréfica apds transformacéo dos valores por log

X, 0s indices de diversidade bacteriana diazotréfica e total, o N total, a relacdo C/N, o percentual
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de N da planta derivado da atmosfera e a quantidade em gramas de N fixado biologicamente
por m?, foram submetidos a anélise de variancia pela estimativa F de Fisher-Snedecor. Quando
detectadas diferencas significativas, realizou-se o teste de Tukey a 5% para comparacao das

médias, utilizando o programa estatistico SISVAR 5.6 (Ferreira, 2011).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As pastagens de B. decumbens Stapf. cultivadas com e sem a presenca das leguminosas
arboreas e durante as diferentes épocas do ano apresentaram variagdes no numero mais
provavel de células bacterianas diazotroficas por grama de solo rizosférico fresco de 4,00 x 10*
a 7,00 x 107, valores semelhantes aos observados por Magalhdes et al. (1979) e relatados por
Moreira et al. (2010).

Na avaliacdo dos logs x das densidades bacterianas ndo houve interacdo entre as
pastagens com cultivo de braquiaria exclusivo e consorciado, independente da distancia das
leguminosas arboreas e das épocas do ano. Houve efeito significativo para as épocas do ano
(Tabela 2), tendo o periodo chuvoso de 2013 (Jun/2013) maior destaque, possivelmente devido

as maiores precipitacdes (Figura 1).

81



OLIVEIRA, J.T.C. Contribuic&o de bactérias promotoras de crescimento...

Tabela 2. Logs x das densidades populacionais das comunidades bacterianas diazotréficas
rizosféricas de plantas de Brachiaria decumbens Stapf. em cultivo exclusivo e consorciado
com as leguminosas Gliricidia (Gliricidia sepium Jacg.) e Sabia (Mimosa caesalpiniifolia
Benth.) em diferentes épocas do ano, periodo seco (coleta no més de novembro) e chuvoso

(coleta no més de junho)

Tratamentos Nov/2012  Jun/2013 Nov/2013 Jun/2014 Média CV (%)

B 5,913 6,217 5,719 5934 5946 A

GL 5,997 6,929 6,055 6,408 6,347 A

GLB 5,916 6,460 5,997 6,266 6,160 A

GB 5,722 6,318 5,923 5742 50926 A 4724
SL 6,020 6,762 6,325 5943 6,262 A

SLB 6,116 6,230 6,430 6,344 6,280 A

SB 5,709 6,534 5,751 5663 5914 A

Média 5913b  6493a  6,029b  6,043b

CV (%) 5,79

B: Pastagens de braquidria em cultivo exclusivo; Plantas de braquiaria mais proxima a
Gliricidia (GL) e Sabia (SL); Plantas de braquiaria a 3,75 m de distancia da Gliricidia (GLB)
e Sabiad (SLB); Plantas de braquiaria a 7,5 m de distancia da Gliricidia (GB) e Sabia (SB).
Médias seguidas da mesma letra maitscula na coluna e minuscula na linha ndo diferem entre

si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

As diversidades genéticas das comunidades bacterianas diazotréficas e totais,
mostraram-se altas, formando grupos independentes entre os tratamentos e épocas do ano, com
analise da variabilidade do gene nifH apresentando maior similaridade entre as comunidades
bacterianas quando comparado a diversidade do gene 16S rDNA (Figuras 2 e 3). No que se
refere aos indices de diversidade de Shannon-Weaver das comunidades bacterianas
diazotroficas e totais, houve interacdo entre os tratamentos e as épocas do ano. Maiores

dissimilaridades foram observadas proximo das leguminosas, a qual reduziu com o
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distanciamento da mesma. Entre as épocas do ano, é observado maior similaridade dentre as

comunidades nos periodos secos, Nov/2012 e Nov/2013 (Tabela 3).
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Figura 2. Dendrograma de similaridade com base no Coeficiente de Jaccard e agrupado através do algaritimo Unweighted Pair-Group Method
with Arithmetical Average da analise do polimorfismo dos fragmentos de restricdo dos genes nifH do DNA de solo rizosférico de plantas de
Brachiaria decumbens Stapf. sem e com inclusdo das leguminosas Gliricidia (Gliricidia sepium Jacq.) e Sabid (Mimosa caesalpiniifolia Benth.)
em diferentes épocas do ano, periodo seco (coleta no més de novembro) e chuvoso (coleta no més de junho). B: Plantas de braquiaria em cultivo
exclusivo; Plantas de braquiaria mais proxima a Gliricidia (GL) e Sabia (SL); Plantas de braquiaria a 3,75 m de distancia da Gliricidia (GLB) e

Sabia (SLB); Plantas de braquiéria a 7,5 m de distancia da Gliricidia (GB) e Sabia (SB).
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Figura 3. Dendrograma de similaridade com base no Coeficiente de Jaccard e agrupado através do algaritimo Unweighted Pair-Group Method
with Arithmetical Average da analise do polimorfismo dos fragmentos de restricdo dos genes 16S do rDNA de solo rizosférico de plantas de
Brachiaria decumbens Stapf. sem e com inclusdo das leguminosas Gliricidia (Gliricidia sepium Jacg.) e Sabia (Mimosa caesalpiniifolia Benth.)
em diferentes épocas do ano, periodo seco (coleta no més de novembro) e chuvoso (coleta no més de junho). B: Plantas de braquiaria em cultivo
exclusivo; Plantas de braquiaria mais proxima a Gliricidia (GL) e Sabia (SL); Plantas de braquiaria a 3,75 m de distancia da Gliricidia (GLB) e

Sabia (SLB); Plantas de braquiaria a 7,5 m de distancia da Gliricidia (GB) e Sabia (SB).
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Tabela 3. indice de diversidade de Shannon-Weaver das comunidades bacterianas
diazotrdficas rizosféricas de plantas de Brachiaria decumbens Stapf. em cultivo exclusivo e
consorciado com leguminosas Gliricidia (Gliricidia sepium Jacq.) e Sabia (Mimosa

caesalpiniifolia Benth.) periodo seco (coleta no més de novembro) e chuvoso (coleta no més

de junho)

Tratamentos Gene nifH Cv

Nov/2012 Jun/2013 Nov/2013 Jun/2014 (%)

B 2,813 Aa 2,440 Ab 2,869 Aa 2,703 Aa

GL 2,482 BCab 2,626 Aa 2,511 Bab 2,224 Cc

GLB 2,745 ABa 2,478 Ab 2,683 ABab 2,702 Aab

GB 2,852 Aa 2,536 Aab 2,610 ABb 2,224 Cc 4,20
SL 2,451 Cab 2,557 Aab 2,685 ABa 2,501 ABb

SLB 2,614 ABa 2,659 Aa 2,581 Bab 2,538 ABab

SB 2,790 Aa 2,502 Ab 2,586 Bab 2,607 Aa

CV (%) 6,49

Gene 16S rDNA

B 2,748 BCh 3,074 Aa 2,960 Aa 2,726 Ab

GL 2,685 Chb 2,366 BCc 2,852 ABa 2,224 Bc

GLB 2,876 Ba 2,623 Bb 2,953 Aa 2,702 Ab

GB 2,748 BCa 2,498 Bb 2,679 ABa 2,299 Bc 2,71
SL 2,825 BCa 2,557 Bb 2,659 Cb 2,557 Ab

SLB 2,920 ABa 2,646 Bb 2,679 BCb 2,581 Ab

SB 3,089 Aa 2,943 Aa 3,007 Aa 2,612 Ab

CV (%) 9,30

B: Plantas de braquiaria em cultivo exclusivo; Plantas de braquiaria mais préxima a Gliricidia
(GL) e Sabia (SL); Plantas de braquiaria a 3,75 m de distancia da Gliricidia (GLB) e Sabia
(SLB); Plantas de braquiaria a 7,5 m de distancia da Gliricidia (GB) e Sabia (SB). Médias
seguidas da mesma letra maiuscula na coluna e minuscula na linha ndo diferem entre si pelo

teste Tukey a 5% de probabilidade.

Como observado neste trabalho e demonstrado em outros estudos como os de
Rodrigues et al. (2013), Ding et al. (2013) e Paula et al. (2014), as plantas exercem efeito
significativo sobre a estrutura da comunidade bacteriana que habita a rizosfera. A
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rizodeposicdo, que corresponde a deposicdo de nutrientes pelas raizes no solo préximo, exerce
influéncia no numero e composicao genética das comunidades bacterianas no solo préximo ao
vegetal (Mougel et al., 2006; Braghirolli et al., 2012; Andreote et al., 2014). Assim, pastagens
com composicdo boténica elevada tendem a apresentar elevada diversidade bacteriana
rizosférica, devido a maior variabilidade de exsudados liberados no solo. A diferenca na
quantidade e conteudo de exsudados é modificada pela espécie vegetal presente na area, estado
nutricional e estagio fenoldgico em que a planta se encontra (Houlden et al., 2008; Castro et
al., 2011; Murphy et al., 2016).

Smith et al. (2015) avaliando o estabelecimento de plantas arbustivas arboreas em areas
de pastagem, observaram alteracdo na diversidade da comunidade microbiana. Fato atribuido
a presenca das plantas arbustivas arbdreas na area de pastagem alterarem o pH do solo,
umidade, teor de carbono, e as concentracdes de N, como também observado na area de
avaliacdo para as caracteristicas quimicas do solo (Tabela 1). Estas alteracGes possivelmente
ocorrem devido a maior rizodeposi¢cdo em areas com elevada diversidade botanica, bem como,
0 aumento na deposicédo de serapilheira, formacédo de microclimas devido ao sombreamento e
alteracdo na disponibilidade de agua as gramineas.

Como observado na densidade bacteriana rizosférica diazotrofica (Tabela 2) e
diversidade bacteriana diazotrofica e total da rizosfera (Figuras 2 e 3, e Tabela 3) as variacfes
na precipitacdo exercem influéncia. Estudos avaliando as comunidades microbianas ao longo
do tempo, muitas vezes indicaram essa variacdo devido a alteracBes nas temperaturas e
precipitacdes (Wardle, 1998; Houlden et al., 2008; Li et al., 2015). Reis Junior et al. (2004)
demonstraram a alteracdo na densidade e diversidade de bactérias rizosféricas associadas a
Brachiaria spp. ao longo do ano. Fry et al. (2016) evidenciaram que a distribui¢do de chuvas
e umidade do solo foram os principais fatores que regularam a diversidade de micro-

organismos no solo.
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Cabe salientar outros fatores que podem proporcionar mudangas na variabilidade
genética das comunidades bacterianas em sistemas de pastagem que ndo foram avaliados nesse
estudo, séo eles, alteracdo do manejo animal em pastejo (Wemheuer et al., 2016), eliminagdo
de excretas na pastagem, pisoteio e a acdo do pastoreio (Liu et al., 2015; Morales et al., 2015).

No que se refere a massa de forragem de B. decumbens houve interagdo entre os
tratamentos e épocas do ano. As maiores producdes de massa de forragem foram observadas
na pastagem de braquiaria em cultivo exclusivo e nos tratamentos com distanciamento das
leguminosas. Entre os consorcios, as menores producdes de massa de forragem foram
observadas nos tratamentos com a presenca da Sabia (Tabela 4). Provavelmente a competicéo
por agua, luz, nutrientes e espaco favoreceu essa baixa producdo de massa da graminea

proximo a leguminosa (Pind-Rodrigues & Lopes, 2001; Sampaio et al., 2015).
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Tabela 4. Producéo de massa de forragem (g m?) de plantas de Brachiaria decumbens Stapf.
em cultivo exclusivo e consorciado com leguminosas Gliricidia (Gliricidia sepium Jacg.) e
Sabia (Mimosa caesalpiniifolia Benth.) em diferentes épocas do ano, periodo seco (coleta no

més de novembro) e chuvoso (coleta no més de junho)

Tratamentos Nov/2012 Jun/2013 Nov/2013 Jun/2014 CV (%)
B 103,160 Ac 550,778 Aa 216,000 ABb 494,896 Aa

GL 72,613 Bb 259,026 Da 189,333 BCa 201,254 Ca

GLB 114,240 Ac 298,928 DCb 233,600 Ab 467,906 ABa

GB 107,093 Ac 485,073 ABa 250,666 Ab 403,332 ABa 18,18
SL 39,840 Cc 302,697 DCa 103,146 Cb 233,720 Ca

SLB 51,146 Cc 264,464 Da 108,040 BCb 204,201 Ca

SB 49,986 Cc 402,086 BCa  115,075BCb 376,186 Ba

CV (%) 14,54

B: Plantas de braquiaria em cultivo exclusivo; Plantas de braquiéria mais préxima a Gliricidia
(GL) e Sabia (SL); Plantas de braquiaria a 3,75 m de distancia da Gliricidia (GLB) e Sabia
(SLB); Plantas de braquiaria a 7,5 m de distancia da Gliricidia (GB) e Sabia (SB). Médias
seguidas da mesma letra maitscula na coluna e minuscula na linha ndo diferem entre si pelo

teste Tukey a 5% de probabilidade.

Além da maior concorréncia entre as plantas por nutrientes e luz nos tratamentos
consorciados, a menor producao de massa de forragem das gramineas pode ter ocorrido devido
ao efeito alelopético da serapilheira na pastagem com a presenca da Sabia. O material formador
da serapilheira da Sabiad € constituido principalmente por folhas (Apolinario et al., 2016).
Segundo Ferreira et al. (2007), a deposicdo mensal da serapilheira da Sabia foi estimada em
669,72 kg ha™, com méxima e minima de 1.624,22 e 292,65 kg ha, respectivamente, em
novembro de 2000 inicio do periodo seco e junho de 2001 periodo chuvoso. A serapilheira

depositada da Sabia produz efeito alelopatico que interfere no estabelecimento e
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desenvolvimento de individuos vegetais proximo a esta leguminosa (Dupuy & Chazdon, 2008;
Ferreira et al., 2010).

Entre as épocas do ano, os periodos secos (Nov/2012 e Nov/2013) apresentaram
producédo de massa de forragem de 32,5% do observado no periodo das dguas (Tabela 4), o que
é comum nas regides tropicais. Valor aproximado foi observado por Silva et al. (2010),
avaliando a producédo de B. decumbens, B. humidicola e Pennisetum purpureum também no
municipio de ltambé-PE.

Independente das altera¢des nas producdes de massa de forragem da B. decumbens nas
diferentes distancias das leguminosas arboreas, ndo houve alteracdo nos valores de N total e
relagdo C/N, estes com variacdo de 0,507 a 0,832 mg g% no periodo seco, 1,260 a 1,888 mg g
! no periodo chuvoso para o N total e, 22,175 a 33,679 no periodo seco e 47,162 a 60,072 no
periodo chuvoso para relagdo C/N (Tabela 5). Em ambas as varidveis, os periodos com maior
precipitacdo obtiveram destaque, Jun/2013 e Jun/2014. Provavelmente, a decomposi¢cdo dos
residuos vegetais contribuiu como fonte alternativa de reservas nitrogenadas, melhorando a
fertilidade do solo e a nutricao de plantas especialmente em relacdo ao N (Pedrosa et al., 2014),
com a disponibilidade de 4gua favorecendo uma maior atividade microbiana (Fry et al., 2016),

e conseguentemente uma maior decomposicao dos residuos vegetais.
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Tabela 5. Nitrogénio total e relagdo C/N de plantas de Brachiaria decumbens Stapf. em cultivo
exclusivo e consorciado com leguminosas Gliricidia (Gliricidia sepium Jacq.) e Sabia (Mimosa
caesalpiniifolia Benth.) em diferentes épocas do ano, periodo seco (coleta no més de

novembro) e chuvoso (coleta no més de junho)

Tratamentos Nitrogénio total na parte aérea (mg g2) Ccv
Nov/2012 Jun/2013 Nov/2013 Jun/2014 (%)
B 6,380 Ab 12,602 Aa 5,162 Ab 12,573 Aa
GL 7,221 Ab 18,881 Aa 5,110 Ab 18,262 Aa
GLB 6,690 Ab 14,503 Aa 5,273 Ab 14,711 Aa
GB 8,290 Ab 16,382 Aa 4,671 Ab 16,031 Aa 21,87
SL 6,890 Ab 17,400 Aa 5,070 Ab 17,080 Aa
SLB 6,432 Ab 17,801 Aa 5,100 Ab 17,373 Aa
SB 8,321 Ab 14,723 Aa 8,592 Ab 14,752 Aa
CV (%) 27,07
Relacdo Carbono/Nitrogénio na parte aérea
B 33,679 Ab 60,072 Aa 33,374 Ab 60,497 Aa
GL 22,175 Ab 53,623 Aa 22,721 Ab 50,456 Aa
GLB 29,298 Ab 57,208 Aa 28,588 Ab 52,609 Aa
GB 26,369 Ab 46,469 Aa 26,905 Ab 54,612 Aa 19,96
SL 25,041 Ab 50,675 Aa 25,470 Ab 58,549 Aa
SLB 23,938 Ab 51,882 Aa 24,073 Ab 49,448 Aa
SB 28,742 Ab 49,347 Aa 28,547 Ab 47,162 Aa
CV (%) 18,37

B: Plantas de braquiaria em cultivo exclusivo; Plantas de braquiaria mais préxima a Gliricidia
(GL) e Sabia (SL); Plantas de braquiaria a 3,75 m de distancia da Gliricidia (GLB) e Sabia
(SLB); Plantas de braquiaria a 7,5 m de distancia da Gliricidia (GB) e Sabia (SB). Médias
seguidas da mesma letra maiuscula na coluna e minuscula na linha ndo diferem entre si pelo

teste Tukey a 5% de probabilidade.

Outro fator que pode ter contribuido para a ndo alteracdo das variaveis N total e relacdo
C/N entre os tratamentos foi a FBN tanto da graminea como da leguminosa. Analisando o
percentual de N derivado do ar e a quantidade de N fixado biologicamente por m? houve

interacdo entre os tratamentos e épocas do ano, tendo os maiores valores para ambas as
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variaveis ocorrido nos tratamentos B. decumbens em cultivo exclusivo e nos sistemas de
consércio com o0 maior distanciamento das leguminosas (Tabela 6). Provavelmente a maior
deposicao e consequentemente decomposicao de serapilheira, e elevacdo da matéria organica

do solo préximo das leguminosas (Tabela 1), reduzem a fixacdo bioldgica de N.

Tabela 6. Percentagem de nitrogénio derivado do ar e quantidade de nitrogénio fixado
biologicamente (g m?) em plantas de Brachiaria decumbens Stapf. em cultivo exclusivo e
consorciado com leguminosas Gliricidia (Gliricidia sepium Jacg.) e Sabia (Mimosa
caesalpiniifolia Benth.) em diferentes épocas do ano, periodo seco (coleta no més de

novembro) e chuvoso (coleta no més de junho)

Tratamentos Percentual de nitrogénio derivado do ar (%) Ccv
Nov/2012 Jun/2013 Nov/2013 Jun/2014 (%)
B 44,341 Aab 51,829 ABa 30,351 ABb 52,751 ABa
GL 22,516 Ca 27,608 Ca 36,741 ABa 25,568 Ca
GLB 32,787 ABab 42,396 BCa 22,980 Cb 41,341 BCa
GB 27,842 ABb 63,582 Aa 27,355 ABb 64,205 Aa 22,47
SL 25,906 ABb 32,027 BCab 45,386 Aa 29,243 Cab
SLB 23,655 Ca 28,683 Ca 30,331 ABa 25,643 Ca
SB 40,219 ABa 41,483 BCa 30,199 ABa 39,202 BCa
CV (%) 23,28
Nitrogénio fixado biologicamente (g m?)
B 1,673 Aa 0,683 ABb 0,769 Ab 1,456 Bab
GL 0,406 BCb 0,373 Bb 0,377 Ab 0,900 ABa
GLB 0,750 BCab 0,701 ABab 0,569 Ab 1,437 Ba
GB 1,178 ABb 1,105 Ab 0,515 Ab 2,449 Aa 20,52
SL 0,561 BCa 0,207 Ba 0,538 Aa 0,460 Ca
SLB 0,362 Ca 0,246 Ba 0,315 Aa 0,484 ABa
SB 1,392 ABa 0,304 Bb 0,911 Aab 0,654 ABab
CV (%) 18,90

B: Pastagens de braquiaria em cultivo exclusivo; Planta de braquiaria mais proxima a Gliricidia
(GL) e Sabia (SL); Plantas de braquiaria a 3,75 m de distancia da Gliricidia (GLB) e Sabia
(SLB); Planta de braquiaria a 7,5 m de distancia da Gliricidia (GB) e Sabia (SB). Médias
seguidas da mesma letra maiuscula na coluna e minuscula na linha ndo diferem entre si pelo

teste Tukey a 5% de probabilidade.
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Silva et al. (2013) ao avaliarem a deposicdo de serapilheira de Gliricidia e Sabia em
diferentes distancias das leguminosas, em sistema silvipastoril com B. decumbens, observaram
maiores quantidades de material vegetal senescente proximo as leguminosas, tendo redugédo
com o afastamento da planta. A decomposi¢do do material vegetal incorpora ao solo nutrientes
essenciais, reduzindo a necessidade de aplicacdo de fertilizantes quimicos (Freire et al., 2010;
Apolinario et al., 2016) e a capacidade de FBN das bactérias associadas ao vegetal, devido a
maior disponibilidade de nutrientes no solo (Moreira et al., 2010; Andreote et al., 2014).

O percentual de N nas plantas fixado biologicamente e consequentemente a quantidade
de N fixado biologicamente por m? foi maior no periodo das aguas, Jun/2013 e Jun/2014
(Tabela 6), semelhante ao observado com a densidade, diversidade bacteriana (Tabela 2 e 3),
e producdo de massa de forragem (Tabela 4). A disponibilidade de 4gua favorece o acesso
microbiano aos nutrientes presentes no solo, consequentemente elevando a densidade e
diversidade (Santos et al., 2013; Fry et al. 2016). Trabalhos avaliando o percentual da
contribuicdo de N via FBN em gramineas forrageiras obtiveram dados analogos a este estudo,
como Silva et al. (2010), avaliando pastagens de B. humidicola (Rendle) Schweick., B.
decumbens Stapf. e Capim-elefante, observaram contribuicdo do N via FBN de 10 a 42%, e
Morais et al. (2009) em Capim-elefante, constataram contribui¢cdo média de 51%.

Os diferentes sistemas de cultivo, como por exemplo o silvipastoril, afetam a
composicdo da comunidade microbiana associada ao vegetal (Cubillos et al., 2016). Aspecto
que possivelmente estd ligado ao aumento da diversidade vegetal da area de cultivo,
consequentemente, a elevacdo e diversificacdo dos exsudados liberados pelas raizes, a
formacdo do microclima pelo consorcio e a maior deposicdo de serapilheira, que leva ao
aumento da concentracdo de matéria organica no solo. Segundo Rasche et al., (2011), a matéria
organica oriunda do vegetal € uma importante fonte de energia para o crescimento de micro-

organismos do solo.
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CONCLUSOES

A presenca das leguminosas arboreas Gliricidia e Sabid sob sistema silvipastoril em
pastagens de B. decumbens Stapf. ndo alteram a densidade bacteriana diazotrofica presente no
nicho rizosfera da graminea, maiores densidades sdo observadas nos periodos do ano com
maiores precipitacoes.

Os tratamentos mais proximos das leguminosas apresentaram maior diversidade
genética das comunidades bacterianas diazotroficas e totais associadas ao nicho rizosfera da
graminea. Menores producfes de massa de forragem de B. decumbens Stapf. sdo observadas
proximo a leguminosas, fato ndo observado para as varidveis N total e relacdo C/N da
graminea, estes sofreram alteracdes em fungédo da época do ano.

O percentual de N das braquiarias fixado biologicamente e a quantidade de N fixado
biologicamente por m? sofreram alteragdo na presenca de leguminoas na pastagem e da época
do ano. Trabalhos futuros sdo necessarios, com envolvimento de outros componentes do
sistema, de forma a melhor compreender a influéncia da presenca de leguminosas arbdreas na

comunidade bacteriana diazotréfica associada a graminea forrageira em sistema silvipastoril.
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CONSIDERACOES FINAIS

As inoculacdes e co-inoculacdes de bactérias diazotroficas e com outras caracteristicas
de promocao de crescimento de planta em sementes de Brachiaria decumbens cultivar Basilisk
proporcionaram incremento na germinacao, crescimento inicial de plantulas com até 21 dias,
e nas caracteristicas morfologicas e fisioldgicas, além da produtividade vegetal sob estresse de
corte com intervalos de 35 dias, assemelhando-se ou igualando-se a adubagéo quimica. Tendo
as bactérias homologas a B. decumbens e com alta producdo de &cido indol acético
proporcionado 0s maiores crescimentos no vegetal.

A presenca das leguminosas arboreas Gliricidia e Sabiad em pastagens de B. decumbens
sob sistema silvipastoril e a sazonalidade climatica influenciaram a densidade e a variabilidade
genética das comunidades bacterianas diazotréficas e totais associadas ao nicho rizosfera da
graminea. Bem como, promoveram alteracdo na producdo da massa de forragem, N total e
relagdo C/N, além do percentual de N nas plantas fixado biologicamente e consequentemente

a de N fixado biologicamente por m?,
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ANEXOS

Sequenciamento parcial do isolados bacterianos inoculados e co-inoculados no Capitulo 2

C%g:g%go Identificacé@o bacteriana por sequenciamento parcial Identificacéo N access
UAGB1 Pantoea vagans C9-1 strain C9-1 16S ribosomal RNA, complete sequence 92% NR_102966.1
UAGB10 Bacillus anthracis str. Ames strain Ames 16S ribosomal RNA, complete sequence 98% NR_074453.1
UAGBG60 Klebsiella variicola At-22 strain At-22 16S ribosomal RNA, complete sequence 96% NR_074729.1
UAGB69 Enterobacter kobei strain CIP 105566 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 97% NR_028993.1
UAGBT70 Microbacterium saccharophilum strain K-1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 97% NR_114342.1
UAGB71 Sinomonas atrocyanea strain DSM 20127 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 97% NR_026196.1
UAGBS80 Sphingomonas paucimobilis strain DSM 30198 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 97% NR_104893.1
UAGB93 Burkholderia lata strain 383 16S ribosomal RNA gene, complete sequence 98% NR_102890.1
UAGB9%4 Burkholderia territorii strain LMG 28158 16S ribosomal RNA, partial sequence 97% NR_136496.1
UAGB105 Burkholderia territorii strain LMG 28158 16S ribosomal RNA, partial sequence 98% NR_136496.1
UAGB106 Burkholderia lata strain 383 16S ribosomal RNA gene, complete sequence 97% NR_102890.1
UAGB110 Enterobacter kobei strain CIP 105566 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 97% NR_028993.1
UAGB119 Enterobacter kobei strain CIP 105566 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 97% NR_028993.1
UAGB128 Ralstonia pickettii 12J strain 12J 16S ribosomal RNA, complete sequence 97% NR_102967.1
UAGB139  Burkholderia cenocepacia AU 1054 strain AU 1054 16S ribosomal RNA, complete sequence 98% NR_074686.1
UAGB147 Rhizobium cauense strain CCBAU 101002 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 98% NR_133049.1
UAGB150 Rhizobium cauense strain CCBAU 101002 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 97% NR_133049.1
UAGB154 Klebsiella variicola strain F2R9 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 98% NR_025635.1
UAGB156 Klebsiella variicola At-22 strain At-22 16S ribosomal RNA, complete sequence 96% NR_074729.1
UAGB167 Rhizobium hainanense strain 166 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 99% NR_029195.1
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444304029?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RS325FX501R
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_444439414
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444439414?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RS325FX501R
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_265678688
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/265678688?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RS325FX501R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631253144
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/631253144?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=UPYW6N3F014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560359
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/219846604?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=UPZ7HBE7016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_559795301
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_507148083
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/507148083?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RS325FX501R
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1018196617
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1018196617?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RS325FX501R
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1018196617
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1018196617?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RS325FX501R
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_507148083
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/507148083?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RS325FX501R
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_265678688
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/265678688?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RS325FX501R
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_265678688
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/265678688?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RS325FX501R
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_507148160
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/507148160?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RS325FX501R
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_444304260
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444304260?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RS325FX501R
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_939733322
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/939733322?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RS325FX501R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/939733322?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RS325FX501R
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219846045
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/219846045?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RS7ECREG01R
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_444439414
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444439414?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RS7ECREG01R
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_265678887
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/265678887?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RS7ECREG01R

