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Resumo

Objetivou-se com este estudo verificar a influéncia de compostos alelopaticos liberados por Brachiaria brizantha cv.
Marandu na tolerancia de bactérias promotoras do crescimento vegetal (BPCV). Foram obtidos extratos da parte aérea
e raiz de B. brizantha nas concentragdes de 12,5; 25,0; 50,0 e 75,0% e avaliado o efeito no crescimento de 10 estirpes
de BPCV utilizando as metodologias de perfuragdo em agar e diluicdo seriada. O experimento foi instalado em
delineamento inteiramente casualizado (DIC) em esquema fatorial, 10 x 5 x 2 com 4 repeti¢cdes, sendo 10 estirpes
bacterianas, 5 constituindo as quatro diferentes concentra¢Bes e um tratamento controle (sem extrato) e 2 extratos de
compostos alelopéticos, parte aérea e radicular, de B. brizantha. Foi verificado inibicdo pelo extrato radicular na
concentracdo de 75% para as estirpes UNIFENAS 100-01; 100-13; 100-39; 100-02 e 100-94 pelo método da
perfuracio do &gar. As demais estirpes cresceram normalmente no meio de cultura em todas as concentragdes. De
acordo com os dados obtidos foi possivel observar que os extratos alelopético de B. brizantha podem interferir no
crescimento de estirpes de BPCV, podendo comprometer a eficiéncia destas quando utilizadas como inoculantes.
Palavras-chave: Compostos metabolismo secundario; Fatores limitantes ao crescimento bacteriano; Sustentabilidade
producédo animal.

Abstract

The objective of this study was to verify the influence of allelopathic compounds released by Brachiaria brizantha cv.
Marandu on the tolerance of plant growth-promoting bacteria (PGPB). Extracts of shoots and roots of B. brizantha
were obtained at concentrations of 12.5; 25.0; 50.0 and 75.0% and evaluated the effect on the growth of 10 PGPB
strains using agar drilling and serial dilution methodologies. The experiment was installed in a completely
randomized design (CRD) in a factorial scheme, 10 x 5 x 2 with 4 replications, 10 bacterial strains, 5 constituting the
four different concentrations and a control treatment (without extract) and 2 extracts of allelopathic compounds, shoot
and root, of B. brizantha. Inhibition was verified by the root extract at a concentration of 75% for the UNIFENAS
100-01 strains; 100-13; 100-39; 100-02 and 100-94 by the agar perforation method. The other strains grew normally
in the culture medium at all concentrations. According to the data obtained, it was possible to observe that allelopathic
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extracts of B. brizantha may interfere with the growth of PGPB strains, which may compromise their efficiency when
used as inoculants.

Keywords: Secondary metabolism compounds; Limiting factors to bacterial growth; Sustainability animal
production.

Resumen

El objetivo de este estudio fue verificar la influencia de los compuestos alelopaticos liberados por Brachiaria
brizantha cv. Marandu sobre la tolerancia de las bacterias promotoras del crecimiento vegetal (BPCV). Se obtuvieron
extractos de brotes y raices de B. brizantha a concentraciones de 12,5; 25,0; 50,0 y 75,0% y evalud el efecto sobre el
crecimiento de 10 cepas de BPCV utilizando metodologias de perforacion en agar y dilucion en serie. El experimento
se instalo en un disefio completamente aleatorizado (DCA) en esquema factorial, 10 x 5 x 2 con 4 repeticiones, 10
cepas bacterianas, 5 constituyendo las cuatro diferentes concentraciones y un tratamiento control (sin extracto) y 2
extractos de compuestos alelopaticos, brote y raiz, de B. brizantha. La inhibicion fue verificada por el extracto de raiz
a una concentracion de 75% para las cepas UNIFENAS 100-01; 100-13; 100-39; 100-02 y 100-94 por el método de
perforacion de agar. Las otras cepas crecieron normalmente en el medio de cultivo en todas las concentraciones. De
acuerdo con los datos obtenidos, fue posible observar que los extractos alelopaticos de B. brizantha pueden interferir
en el crecimiento de las cepas de BPCV, lo que puede comprometer su eficiencia cuando se utilizan como inoculantes.
Palabras clave: Compuestos del metabolismo secundario; Factores limitantes del crecimiento bacteriano;
Sustentabilidad produccion animal.

1. Introducio

Os microrganismos desempenham funcdes cruciais para a qualidade do solo e nutricdo vegetal. Nas Ultimas décadas a
pesquisa tem atuado de forma intensiva na identificacdo e selecdo de estirpes bacterianas conhecidas por bactérias promotoras
do crescimento vegetal (BPCV) para aplicacdo no campo, reduzindo de forma efetiva o uso de insumos agricolas e
proporcionando maior sustentabilidade aos agroecossistemas.

As BPCV séo capazes de fixar nitrogénio atmosférico (N2), solubilizar fésforo e potéssio, produzir AlA e controlar
fitopatégenos (Florentino et al., 2017A; Florentino et al., 2017B; Dias et al., 2019; Terra et al., 2019). No entanto, a
sobrevivéncia e a eficiéncia para desempenhar esses processos no solo depende de diversos fatores, como a fertilidade,
condicBes climaticas e a espécie vegetal (Moreira et al., 2006). Em relacdo a este ultimo pardmetro, tem-se que as plantas
influenciam diretamente o ambiente rizosférico, podendo favorecer ou ndo a sobrevivéncia de determinados grupos
microbianos (Mandon et al., 2021). Dentre os diversos compostos liberados pelas plantas, pode-se destacar 0os compostos
alelopéticos ou aleloquimicos (Lorenzo et al., 2013; Polyak et al., 2019).

A alelopatia é definida como a produgdo de compostos do metabolismo secundério por plantas, algas e
microrganismos que podem interferir no desenvolvimento de outra espécie (IAS, 1996; Almeida-Bezerra et al., 2020).
Diversos estudos tem sido desenvolvidos visando identificar os compostos metabolicos liberados pelas plantas e suas espécies
alvo (Silva et al., 2018; Silva et al., 2021). No entanto, essas pesquisas tem-se limitado principalmente as espécies vegetais,
necessitando ampliar para 0s grupos de microrganismos do solo que desempenham processos importantes do ponto de vista
econdmico e ambiental, como as BPCV.

Segundo Martins et al. (2006), os compostos liberados por Brachiaria brizantha cv. Marandu interferiram
negativamente nos processos germinativos de Panicum maximum cv. Tanzania, Sida rhombifolia e Peschiera fuchsiaefolia.
Toledo et al. (2019) discorrem sobre a influéncia desses compostos produzidos por B. brizantha sobre as bactérias
diazotroficas associativas, as quais se estabelecem na rizosfera e nos tecidos vegetais. Segundo esses autores, a alelopatia pode
ser um dos motivos da auséncia de resposta a inoculagdo em muitos estudos envolvendo esta graminea forrageira.

Baseado nessas informacGes e considerando a importancia das BPCV para a sustentabilidade da produgéo animal,
objetivou-se com esse estudo avaliar a influéncia de compostos alelopéticos liberados por Brachiaria brizantha cv. Marandu

na tolerancia de bactérias promotoras do crescimento vegetal.
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2. Metodologia
Obtencao do extrato

O experimento foi conduzido no Laboratério de Microbiologia do Solo e no setor de Experimentacao da Universidade
José do Rosario Vellano (UNIFENAS). Para obtencéo do extrato contendo os compostos alelopaticos, foram coletadas a parte
aérea e raizes de plantas de Brachiaria brizantha cv. Marandu cultivadas no campo agrostolégico do setor de Ciéncias
Agrarias da UNIFENAS. Foi realizada a coleta de amostra de solo, camada de 0-20 cm na area cultivada com B. brizantha,
apresentando os seguintes resultados: pH (Hz0) = 5,8; P-Mehlich = 8,0 mg dm; K* = 133 mg dm; Ca?* = 2,0 cmol. dm';
Mg?* = 1,0 cmole dm3; AI* = 0,2 cmol. dm3; H+Al = 3,4 cmol. dm™; Soma de bases (SB) = 3,3 cmol. dm™3; CTC potencial =
6,7 cmol. dm3; Saturagdo por bases (V%) = 49; Saturagéo por aluminio (m%) = 6; Matéria organica (M.0.) = 20 g kg™.

O material vegetal (parte aérea e raiz) foi seco em estufa de circulacdo de ar forgada, a 60°C, por 72 h, e em seguida
para obtencdo do extrato, foi seguida a metodologia descrita por Hagemann et al. (2010), em que o material foi submerso em
alcool etilico 95%, na propor¢do de 1:5 (p/v), homogeneizado e mantido em temperatura ambiente por 72 horas.
Posteriormente o material foi filtrado e o residuo (parte aérea ou raiz) foi novamente diluido com o solvente alcool etilico 95%
na proporcao 1:5, e deixado em repouso por mais 72 horas. Esse processo foi repetido até a obtencéo de um extrato puro.

O composto filtrado resultante e todas as extra¢cdes foram reunidos e concentrados em rotaevaporador de presséo
reduzida, em temperatura média de 50°C. Posteriormente, o extrato bruto concentrado foi solubilizado em Dimetilssulfoxido
(DMSO) a 1% e &gua destilada para obtencdo das diferentes concentragbes de: 12,5%; 25,0%; 50,0% e 75% conforme

metodologia descrita por Paula et al. (2016).

Estirpes bacterianas

Foram utilizadas dez estirpes bacterianas pertencentes a colecdo do Laboratério de Microbiologia do Solo da
UNIFENAS, identificadas como UNIFENAS 100-01; 100-13; 100-39, 100-02, 100-78, 100-26, 100-71, 100-40, 100-69 e 100-
94. Essas estirpes foram isoladas em meios de cultura semissélidos e semi-seletivos em areas de pastagens no Sul de Minas
Gerais (Dias et al., 2019) e possuem comprovada capacidade de atuar como promotoras do crescimento vegetal. Na Tabela 1
estdo apresentadas a identificacdo das estirpes, 0 meio de origem utilizado no isolamento e as principais funcdes realizadas

para a promocdo do crescimento vegetal, assinaladas pela letra x, seguidas das citagdes.
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Tabela 1. Identificacdo, meio utilizado para isolamento das bactérias e capacidade de realizar a fixa¢éo biol6gica de nitrogénio

(FBN), solubilizar fosforo (P), potassio (K) e produzir &cido 3-indol acético (AIA) pelas estirpes bacterianas utilizadas no

estudo.
Promocéo do crescimento vegetal
Estirpes Meio de isolamento
FBN Solubilizagdo de P Solubilizacdo de K Produgdo de AIA

UNIFENAS 100-01 IJNFb x3 x57 x5
UNIFENAS 100-02 JMV x%2 x3 x3
UNIFENAS 100-13 IJNFb xt x34 x57 x3
UNIFENAS 100-26 LGl xt x57

UNIFENAS 100-39 JNFb x34 x57 x36
UNIFENAS 100-40 JNFb x12 x3 x57 x36
UNIFENAS 100-69 LGI x1:2 x3 x3
UNIFENAS 100-71 JMV x12 x3 x3
UNIFENAS 100-78 LGI x1:2 x3 x3
UNIFENAS 100-94 JMV xt x3 x58 x8

ISilva et al. (2019); 2Dias et al. (2019), Terra et al. (2019); “Paredes Filho et al. (2020A); SFlorentino et al. (2017A); SFlorentino et al.
(2017B); "Paredes Filho et al. (2020B). Fonte: Autores (2022).

As estirpes bacterianas foram cultivadas em meio FAM para formacéo de coldnia isolada e confirmagdo da pureza,
sendo posteriormente, repicadas para meio FAM liquido, cultivadas por trés dias, a fim de para atingir a fase log de

crescimento, aproximadamente 108 UFCmL™.

Influéncia do extrato de Brachiaria brizantha no crescimento das estirpes bacterianas

Para avaliar a ocorréncia de efeito inibitério no desenvolvimento das estirpes bacterianas, foram utilizadas duas técnicas,
sendo a primeira pelo método de perfuracdo em 4gar e a segunda por diluicdo seriada. Em ambas foi utilizado o meio de
cultura FAM, a pH 6,8 e contendo azul de bromotimol como indicador.

Na primeira técnica, a perfuragdo do meio de cultura foi seguida conforme a metodologia descrita por Ostrosky et al.
(2008). Inicialmente procedeu-se a inoculagdo com a suspensdo das diferentes estirpes bacterianas cultivadas até a fase
logaritmica. Apos, foram realizados os pogos no meio de cultura, utilizando-se cilindros de 8 mm de didmetro e em seguida,
nos pocos, procedeu-se a aplicacdo dos extratos oriundos da parte aérea e raiz de B. brizantha nas diferentes concentracbes
mencionadas anteriormente. Como controle foi utilizada a solucdo de DMSO a 1%. As placas foram incubadas por 72 horas e
apos, foi avaliado a formac&o de halos de inibicao.

Para a técnica de diluicdo seriada, inicialmente realizou-se a mistura de 500 pL do indculo bacteriano cultivado no meio
liquido FAM até a fase logaritmica e 500 pL do extrato de B. brizantha em suas diferentes concentragdes, totalizando-se 1 mL

de amostra, o qual foi adicionado a tubos contendo 9 mL de solucéo salina (NaCl) 0,55% esterilizada, obtendo-se a dilui¢do 10
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L. Foram realizadas as sucessivas diluicdes até a diluicdo 10-°. Como controle foi utilizada a solugio de DMSO a 1%. As placas
foram incubadas por 72 horas e apds esse periodo procedeu-se a contagem das UFC.

Ambos os experimentos foram instalados em delineamento inteiramente casualizado (DIC), em esquema fatorial 10 x 5
X 2, sendo 10 estirpes bacterianas, 5 constituindo as quatro diferentes concentracdes e um tratamento controle (sem extrato) e 2

extratos de compostos alelopaticos da parte aérea e radicular de B. brizantha. Foram utilizadas quatro repetigdes.

3. Resultados e Discussao
Influéncia do extrato de Brachiaria brizantha no crescimento das estirpes bacterianas

Em relacdo ao crescimento das estirpes bacterianas quando dispostas em contato com os extratos de B. brizantha, foi
observado a formacdo de halo de 2 mm para os tratamentos inoculados com as estirpes UNIFENAS 100-01; 100-02, 100-13;
100-39 e 100-94 na maior concentragdo, 75%, do extrato da raiz de B. brizantha, pelo método de perfuragcdo em &gar. Esses
resultados demonstram que os compostos alelopaticos produzidos por esta planta pode interferir na sobrevivéncia dessas
estirpes bacterianas, que desempenham importantes processos, como a fixa¢do bioldgica de nitrogénio atmosférico (N),
solubilizagdo de fdésforo e potéssio e producdo de AlA, conforme demonstrado na tabela 1.

J4 pela técnica de diluigdo seriada ndo foi verificado efeito dos compostos alelopaticos, uma vez que todas as estirpes
apresentaram crescimento em todas as dilui¢des, diante de todas as concentracBes de extratos extraidos da parte aérea e raiz de
B. brizantha.

A influéncia dos compostos alelopaticos sobre os microrganismos do solo tem sido relatada em alguns estudos.
Lorenzo et al. (2013) observaram que a alelopatia produzida por Acacia dealbata reduz significativamente a riqueza e
diversidade de bactérias no solo. No entanto, esses autores observaram também que o efeito negativo sobre a comunidade
microbiana é dependente do tipo e conservacdo do ecossistema, sendo que em solos de floresta mista, contendo maior
diversidade de espécies, a comunidade microbiana mostrou-se insensivel aos compostos alelopéaticos produzidos por A.
dealbata

A ocorréncia de efeito negativo ou ndo dos compostos alelopaticos sobre os microrganismos do solo relatado por
Lorenzo et al. (2013), pode ser explicado, por Almeida (1988), os quais relatam sobre a ocorréncia de degradacdo dos
metabdlitos secundéarios de origem vegetal pelos microrganismos do solo. Podendo-se assim, estabelecer uma relacdo direta
entre 0 manejo do solo e o efeito da alelopatia, indicando a importancia do equilibrio biol6gico no solo.

O efeito da alelopatia sobre os microrganismos do solo também é relatado no trabalho de Witter et al. (2021), em que
verificaram o efeito negativo dos aleloquimicos liberados pela canola (Brassica napus L.) sobre bactérias diazotroficas. Kong
et al. (2008) verificaram que mudas de arroz produz compostos alelopaticos e que estes reduziram significativamente a
comunidade microbiana.

Considerando os resultados obtidos, verifica-se que a B. brizantha cv. Marandu possui compostos alelopéaticos que
podem interferir negativamente na sobrevivéncia de bactérias promotoras do crescimento vegetal. Com isso, observa-se a
necessidade de condugdo de novas pesquisas considerando esse tema, visto que testes de alelopatia podem ser considerados

nos ensaios de selecdo de estirpes bacterianas promotoras do crescimento vegetal.

4. Conclusao

Brachiaria brizantha cv. Marandu produz compostos alelopaticos que interferem no crescimento de bactérias
promotoras do crescimento vegetal.

Estudos posteriores devem ser realizados em campo visando identificar o efeito dos compostos alelopaticos sobre

bactérias diazotréficas no campo.
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