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Introdugao

O nitrogénio € um constituinte nutricional essencial para as plantas, presentes em
grandes quantidades, que podem ser obtido do solo a partir da decomposi¢gdo de materiais
organicos, utilizagéo de fertilizantes, ou pela fixagdo biolégica de nitrogénio atmosférico (N2)
(Motta, 2007). Este elemento pode ser encontrado disponivel no solo na forma de nitrato,
amoOnia, aminoacidos, peptideos e purinas (Barbosa et al., 2012). As plantas possuem
habilidade de absorver esse nitrogénio quando disponivel em sua forma de ion nitrato (NO3")
e aménio (NH4*), no entanto o nitrogénio presente na atmosfera se encontra em sua forma
molecular (N2) inacessivel para as mesmas (Girio, 2014). Desta forma, a fixagao bioldgica
de nitrogénio (FBN) ocorre pela acdo de bactérias diazotréficas, que possuem nitrogenases
que promovem a redug¢ao do Nz atmosférico em compostos Uteis para planta (Nunes, 2013).
Estes organismos podem ser encontrados de forma livre, como endofiticos obrigatérios ou
facultativos e simbidticos (Silva, 2015). As bactérias diazotréficas fazem parte do grupo de
bactérias denominado rizobactérias presentes com grande variabilidade no solo capazes de
colonizar raizes de plantas promovendo efeito positivo sobre elas (Nunes, 2013).

Os processos pelo qual as rizobactérias favorecem o crescimento de planta, por
meio de acao direta, envolvem o estimulo da nodulacdo de plantas leguminosas, a fixacao
assimbiodtica de nitrogénio, a producdo de hormoénios, producdo de fosfatases entre outros
fatores (Ribeiro, 2010). Bactérias diazotréficas do género Azospirillum, Herbaspirillum e
Burkholderia, entre outras, podem ser responsaveis pelo suprimento de N em gramineas
forrageiras do tipo braquiaria. A adubagéao nitrogenada é um método utilizado para aumentar
a disponibilidade de nitrogénio em plantas, porém quando aplicados ao solo sofrem grandes
perdas por lixiviagao ou por volatilizagao, tornando-se um processo de alto custo para o
produtor, além de o consumo ser em larga escala (Sartor, 2009). Desta forma, como saida
sustentavel torna-se necessario a exploragdo do potencial de fixacdo de nitrogénio (FBN)
atmosférico em gramineas (Silva, 2010). No presente estudo objetivou-se isolar bactérias
endofiticas de folhas de Brachiaria brizantha cv. Marandu e de Cymbopogon spp. e avaliar a

capacidade desses isolados fixar nitrogénio.
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Material e Métodos

O presente estudo foi realizado no Laboratério de Microbiologia e Ecologia da
Embrapa Agrossilvipastoril, localizada na cidade de Sinop, MT. As amostras de Brachiaria
brizantha cv Marandu. foram coletadas no experimento ILPF corte da Embrapa
Agrossilvipastoril e as amostras de Cymbopogon spp. coletas em 3 residéncias ho municipio
de Sinop (uma no bairro Boa Esperanca (11,8418 S’ 55,5284 W’) e duas no bairro Jardim
Italia Il (11,8487 S’ 55,5339 W’)). Foram coletadas 3 plantas diferentes para cada espécie
em estudo. E para cada planta foi realizado um isolamento diferente. O método utilizado
para o isolamento de bactérias endofiticas foi o descrito por Araujo et al. (2001). As folhas
foram lavadas em agua corrente para retirar residuos de poeira e solo. Em seguida, foi
realizada a descontaminagao superficial imergindo as amostras de folha em alcool 70% por
1 minuto, seguido de hipoclorito de sédio a 2% por 2 minutos, posterior imersao em alcool
70% por 1 minuto, seguido de duas lavagens em agua esterilizada. Apds a
descontaminagdo o tecido vegetal foi triturado em uma solugao salina tamponada (PBS:
1,44 Na;HPO4; 0,24 KH2PO4; 0,20 KCI; 8,00 NaCl; pH 7,4). Foi utilizado 1 g de tecido
vegetal e 9 mL de PBS.

Para inoculacdo, utilizaram-se amostras na diluicdo 10!, 102 e 103. O meio de
cultura utilizado foi TSA (Tryptone Soya Agar) a 10% (5 g de Tryptone Soya Agar e 15 g de
Agar Base para 1 L de agua ultra pura, em pH de 7,3). Os isolamentos foram repetidos trés
vezes colocados em camara de climatica do tipo B.O.D, no periodo de 7 dias a 28 °C. Para
verificar se o processo de desinfestacao foi eficiente, aliquotas da ultima agua utilizada para
lavagem foram inoculadas nas mesmas condigées acima. Para purificagcdo das bactérias
aplicou-se a técnica de estria de esgotamento em meio de cultura sélido TSA. Apds a
purificacdo as bactérias foram submetidas ao teste de fixacdo biolégica de nitrogénio em
meio NFB conforme citado por Débereiner et al. (1995). Os frascos foram incubados cerca
de 7 a 9 dias, até que o meio apresentasse turbidez ou formacao de pelicula. Como controle
positivo foi inoculado tubos com a bactéria Azospirillum spp. comercial.

Para as analises estatisticas, os dados foram avaliados quanto sua normalidade pelo
teste de Shapiro Wilk e posteriormente analisada quanto &8 homogeneidade de variancias
pelo teste de Bartlett. Apds isso, os dados foram submetidos a teste de médias Tukey de 5%

de significancia. Todas as andlises foram realizadas com Software R (verséo 2.7.1).
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Resultados e Discussao

Ao comparar os isolamentos das folhas da B. brizantha e capim limao verificou-se
que a espécie B. brizantha cv. Marandu apresentou quantidades de Unidades Formadoras
de Colbnia (UFC) 12x superiores aos encontrados em Cymbopogon spp. As plantas de B.
brizantha possuem 79,93 x 102 g e capim-lim&o 6,4 x 103 g de tecido vegetal.

Através do teste em meio de cultivo NFB foi possivel observar que 25,33% dos
isolados de capim-limao e 22,22% de B. brizantha foram capazes de fixar nitrogénio. As
braquiarias sao hospedeiras comuns de bactérias endofiticas diazotroficas fixadoras de
nitrogénio (Melloni et al., 2004), porém no presente trabalho observou-se que capim limao
também hospeda bactérias fixadoras de nitrogénio e em maior quantidade. Uma das
possiveis explicagdes para a maior presenca de fixadores de nitrogénio em capim limao é
divido ao ndo uso de adubacgao nitrogenada nas plantas estudadas. O n&o uso de adubagéao
nitrogenada forga as espécies vegetais a fazerem simbiose com bactérias para obtencéo
desse importante nutriente (Sartor, 2009). Ja, a B. brizantha avaliada recebeu adubagao
nitrogenada, o que acaba reduzindo as interacbes com bactérias fixadoras de nitrogénio. O
presente trabalho refor¢ca a importancia de se prospectar bactérias fixadoras de nitrogénio
em outras espécies de gramineas que n&o as especies ja utilizadas em sistemas produtivos.
Adicionalmente, esse € o primeiro relato de isolamento de bactérias endofiticas fixadoras de

nitrogénio em B. brizantha e Cymbopogon sp no norte de Mato Grosso.

Conclusao
A braquiaria apresentou 12 vezes mais UFC que o capim-limdo. O capim-limao

possui maiores quantidades de isolados bacterianos capazes de fixar nitrogénio.
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