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RESUMO

O processo de degradacdo das pastagens no Brasil esta em torno de 50% da area
cultivada, o que pode ser explicado, principalmente, pela baixa fertilidade do solo e
pela falta de reposicdo de nutrientes, principalmente nitrogénio. Em relacdo ao
nitrogénio, o uso da biotecnologia da fixacdo biolégica do nitrogénio (FBN)
apresenta-se como uma alternativa a utilizacdo de fertilizantes nitrogenados,
reduzindo os custos de producdo e também possiveis impactos ambientais. Nesse
sentido este trabalho visou identificar por métodos fenotipicos bactérias fixadoras de
nitrogénio associadas a Brachiaria sp., e, posteriormente, analisar a capacidade, in
vitro, destas bactérias produzirem horménios de crescimento (&cido-3-indolacético /
AlA). Para tanto, foram analisadas 332 estirpes pertencentes a colecdo da
UNIFENAS, as quais foram obtidas de amostras de solos cultivados sob Brachiaria
sp. e partes de tecido vegetal desta graminea nas épocas de seca e chuvosa em
areas de pastagens nos municipios de Alfenas e Machado, Sul de Minas Gerais. As
amostras foram submetidas as andlises biologicas quanto a ocorréncia de bactérias
diazotréficas associativas, sendo utilizados meios de cultura semi-sélidos e semi-
especificos: FAM, JMV, IJNFb, LGl e NFb. Posteriormente, as estirpes bacterianas
foram testadas quanto a capacidade de produzir AIA através de método
colorimétrico, o que resultou em 78 isolados com resultado positivo, sendo 32

originados do solo e 46 de tecido vegetal (raiz).
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INTRODUCAO

A degradacéo das pastagens no Brasil esta em torno de 50%, fenbmeno este
que é explicado pelos baixos indices de produtividade, do manejo inadequado, falta
de reposicdo de nutrientes e consequentemente a baixa fertilidade do solo em
funcao do déficit de nitrogénio no solo.

O solo é constituido por organismos microscoOpicos e macroscopicos que
desempenham diferentes fungdes como a decomposicdo e mineralizacdo da matéria
organica, a ciclagem de nutrientes e a fixagdo biolégica de nitrogénio (FBN),
processos estes que garantem a manutencado e o equilibrio no ecossistema terrestre
(Moreira & Siqueira, 2006). O potencial de utilizacdo da FBN tem sido intensamente
estudado devido ao fornecimento de nitrogénio, contribuindo assim para a
sustentabilidade agricola, onde os solos apresentam baixo nivel de fertilidade,
principalmente em regides tropicais.

Cerca de 78% do ar atmosférico é constituido por gas nitrogénio (N»),
entretanto, esta parcela de nitrogénio ndo esta disponivel nutricionalmente para a
maioria dos seres vivos. Apenas uma pequena parcela de procariotos possui a
enzima nitrogenase, a qual é capaz de reduzir o N, para a forma inorganica NHs,
forma de nitrogénio disponivel para 0s vegetais e outros organismos. Esses
procariotos sdo denominados fixadores de nitrogénio (N2) ou diazotréficos

Esses procariotos podem estabelecer associacdo com espécies vegetais,
como as gramineas forrageiras sendo encontrados na rizosfera, interior das raizes,
colmos e folhas dessas plantas. Além da contribuicdo com o N, essas bactérias
diazotréficas podem ainda, contribuir para o crescimento vegetal por meio de
producéo do hormdnio &cido indolacético (AlA).

A via do acido indole-3-piravico (IPyA) é a via principal para a producéo de
AlA na presenca de triptofano exdégeno (Dobbelaere et al., 1999). O aminoacido L-
triptofano, funciona como um precursor fisiolégico na biossintese de auxina em
plantas e em microrganismos.

Embora alguns estudos tenham demonstrado a existéncia de bactérias
diazotroficas em Brachiaria spp., € necessario ressaltar que os mesmos nao foram
realizados de forma regular em um determinado intervalo de tempo um ano com as

plantas sendo submetidas sob condi¢cédo de pastejo.



A FBN promovida por Azospirillum tem sido durante anos, o foco de muitos
estudos da comunidade cientifica, o que permitiu o surgimento de evidéncias quanto
a contribuicdo de bactérias deste género no que se refere a producédo de hormonios,
principalmente o &cido indol-acético (AlA). Segundo Bashan & Holguim (1997) a
excrecao destes hormoénios pela Azospirillum tem papel essencial no crescimento de
plantas em geral.

O objetivo deste estudo foi identificar a capacidade, in vitro, de bactérias
diazotroficas associativas e isoladas de Brachiaria sp., de produzirem hormdénios de
crescimento (acido-3-indolacético / AlA).

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratorio de Microbiologia Agricola da
Universidade José do Rosario Vellano (UNIFENAS). Foram utilizadas 332 estirpes
de BFN pertencentes a colecdo da UNIFENAS, as quais tiveram sua origem de solo
e de tecidos vegetais coletados nos municipios de Alfenas e Machado, ambos
localizados na regido Sul do Estado de Minas Gerais, cujas coletas ocorreram em
dois diferentes periodos sazonais, no final do periodo de seca e no meio do periodo
chuvoso, cujas estirpes foram selecionadas utilizando-se cinco meios de cultura
semi-soélidos e semi-especificos: FAM (Magalhdes & Ddbereiner, 1984), JMV (Reis
et al.,, 2004), JNFb, LGl e NFb (Ddobereiner et al., 1995), em que a presenca da
bactéria foi evidenciada pela formacédo de pelicula tipica, proximo a superficie dos
frascos contendo os meios de cultura, em seguida, procedeu-se a obtencdo de
isolados puros através de sucessivas repicagens em placas de Petri.

A producdo de acido-3-indolacético (AlA), foi determinada por teste in vitro
através de método colorimétrico adaptado de Brick et al. (1991), conforme descrito
por Cattelan (1999). As estirpes puras foram transferidas para meio de cultura
liquido batata (Dobereiner, 1995) e incubadas por trés dias, em temperatura
ambiente e posteriormente foi transferida a aliquota de 20 microlitros do
sobrenadante para placas de petri contendo meio soélido de tripticaseina de soja
(TSA), enriquecida com 5 mM de L-triptofano (1,021 g por L) e meio solido
contendo TSA (sem a adicdo de L-triptofano), com 4 repeticdes. ApOs a
transferéncia, os meios foram cobertos com discos (d 11 mm) de membrana de

nitrocelulose (devidamente identificadas) e incubados a temperatura de 28° - 30°C



por 24 horas. Ao final do periodo de incubagcdo, as membranas de nitrocelulose
foram transferidas para outras placas, as quais foram saturadas com solucdo de
Salkowski (Gordon & Weber, 1951) e incubadas a temperatura ambiente em camara
escura, sendo avaliadas no periodo entre 30 minutos e 2 horas quanto a formacao
de halo avermelhado na membrana, caracterizando assim, resultado positivo quanto

da producéo de AlA.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Devido a varios fatores como facilidade de manipulacdo, rapidez,
sensibilidade e baixo custo, o reagente de Salkowski tem sido empregado de forma
ampla na deteccdo do acido-3-indolacético produzido por bactérias diazotréficas
(MASCARUA-ESPARZA, et al., 1988; PEDRAZA, et al.,2004). O método
colorimétrico baseia-se na oxidacdo de compostos indolicos por sais férricos
(MAYER, 1958), onde a reacdo do acido-3-indolacético com o reagente de
Salkowski produz coloracdo rosa avermelhada para o teste positivo e coloracao
amarelada para teste negativo.

Como observado na Tabela 1, dos isolados testados, apenas 78
apresentaram resultado positivo para producdo de acido-3-indolacético (AlIA), dos
quais 32 tiveram sua origem do solo e 46 do tecido vegetal (raiz), dados estes,
confirmados com a presenca de halo avermelhado no periodo de 30 minutos a 2

horas.

Tabela 1. Origem dos isolados que apresentaram resultado positivo para producgéo
de acido-3-indolacético (AlA).

Origem dos .
) Isolados Total de isolados
isolados

Unifenas-100-47; 48; 50; 53; 54; 55; 61;
62; 78; 159; 163; 167; 170 a 173; 178; 181;

Solo 32 isolados
184; 185; 198; 212; 223; 227; 228; 230;

238 a 240; 263; 323; 325.

Unifenas-100-03; 17; 19; 21; 26; 34; 38;

40; 52; 63; 72; 73; 85; 88; 105; 125; 129;

130; 137; 138; 142 a 145; 147; 150 a 153; 46 isolados
274; 281; 282; 303; 307; 308,310; 311; 313

a 315; 317; 318; 321; 322; 330; 331.

Tecido vegetal

(raiz)




A producdo de compostos inddlicos, por diferentes espécies de bactérias
diazotroficas tém sido relatada em diversos estudos (MONTEIRO et al., 2012), o que
demonstra a importancia deste organismos quanto a sua contribuicdo para o
desenvolvimento vegetal.

De acordo com Neves (1985) as bactérias diazoficas endofiticas podem
promover a transferéncia, de forma eficiente, os compostos nitrogenados produzidos
para as plantas. Demason (2005), destaca a modulagao exercida pelos fitormonios e
sua relagdo quanto aos niveis de auxinas. A promocéo do crescimento vegetal por

pode ser influenciado pela fixacdo de nitrogénio e sintese de fitorménios.

CONCLUSOES

Apenas 78 isolados dos 332 testados foram capazes de produzir compostos
inddlicos o que contribui ndo somente quanto a FBN, como também a producao de
fitormonio.

A producdo de compostos inddlicos foi observada tanto em isolados oriundos
do solo quanto de tecido vegetal (raiz), sendo a maior parte originada do tecido
vegetal, tendo o triptofano como precursor.
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