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Ligiane Aparecida Florentin0(5), Teotonio Soares de Carvalho® & Fatima Maria de Souza
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RESUMO

Diversos relatos evidenciam os beneficios de procariotos fixadores de
nitrogénio atmosférico no crescimento e na nutricao de muitas espécies vegetais;
entretanto, nao ha, até o momento, nenhum trabalho visando a prospeccao desses
microrganismos na rizosfera da seringueira (Hevea brasiliensis). Assim, os
objetivos deste trabalho foram verificar a ocorréncia de bactérias diazotroficas
em solos sob plantio de seringueira, assim como em suas raizes, e isolar e
caracterizar essas bactérias. Para essa finalidade, coletaram-se amostras de
solo e de raizes finas de seringueiras cultivadas no Campus Experimental da
Universidade Federal de Lavras (Lavras, MG) para inoculacao em meios de
cultura semissélidos sem N na forma combinada, de modo a favorecer o
crescimento de algumas espécies de bactérias diazotroficas. Foram obtidos 19
isolados nas amostras de solo, e nao houve crescimento de bactérias fixadoras
de nitrogénio nas culturas com amostras de raizes. A caracterizac¢ao celular e
das colonias desses isolados indicou que 17 deles produzem grande quantidade
de exopolissacarideo elastico, algumas vezes cartilaginoso. Eles sao todos Gram-
negativos, com formato celular de bastonete, imoveis e com dois glébulos de
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poli-B-hidroxibutirato (PBH), um em cada extremidade do bastonete. O
sequenciamento do 16S rDNA e sua analise filogenética confirmaram que
isolados representativos desse grupo pertencem ao género Beijerinckia (B.
indica e B. derxii) e que os outros dois isolados Gram-positivos pertencem ao
género Bacillus. A presenca da nitrogenase - a enzima responsavel pela fixagcao
biolégica do nitrogénio atmosférico (FBN) - foi confirmada por meio da técnica
de reducao do acetileno. Conclui-se que, no solo sob plantio de seringueira,
houve predominéncia de diazotroficas de vida livre pertencentes ao género
Beijerinckia (B. indica e B. derxii), nao havendo indicios de bactérias endofiticas
ou rizosféricas.

Termos de indexac¢ao: Hevea, diazotroéficos, fixacao bioléogica de nitrogénio,
Beijerinckia.

SUMMARY: DIAZOTROPHIC BACTERIA IN SOILS UNDER RUBBER TREE

Several reports have shown the benefits of atmospheric nitrogen-fixing prokaryotes in
growth and nutrition of many plant species, however, these microorganisms in the
rhizosphere of rubber trees (Hevea brasiliensis) have not been investigated so far. Thus,
the objective of this study was to verify the occurrence of diazotrophic bacteria in soils and
roots of a plantation of rubber trees, and to isolate and characterize these bacteria. For this
purpose, soil and fine roots of rubber trees were sampled on the Experimental Campus of
the Federal University of Lavras, Minas Gerais, for inoculation in semi-solid culture
medium without N, to favor the growth of some diazotrophic bacteria species. Nineteen
isolates were obtained from soil samples, and no growth of N-fixing bacteria was verified
in the cultures with root samples. The characterization of the cells and colonies of these
isolates indicated that 17 of them produce large amounts of elastic and sometimes
cartilagenous exopolysaccharide. They are all Gram-negative, have rod-shaped, motionless
cells and a globule of poly-B-hydorxybutyrate (PBH) at either cell end. The sequencing of
the 16S rDNA and its phylogenetic analysis confirmed that representative isolates of this
group belong to the genus Beijerinckia (B.indica and B. derxii), and that the other two
Gram-positive isolates belong to the genus Bacillus. The presence of the enzyme nitrogenase,
responsible for biological nitrogen fixation (BNF), was confirmed by the acetylene reduction
technique. It was concluded that the soil under rubber tree contained predominantly free-
living diazotrophs of the genus Beijerinckia (B.indica and B.derxii), with no evidence of
endophytic or rhizospheric bacteria.

Index terms: Hevea, diazotrophs, biological nitrogen fixation, Beijerinckia.
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INTRODUCAO

Os altos custos economicos e ambientais
relacionados a fertilizagéo nitrogenada tém estimulado
a busca por alternativas que possam diminuir a
utilizacao desse fertilizante sem que haja diminuicio
da produtividade agricola. Varios estudos sobre a
atividade microbiolégica que ocorre na rizosfera de
diversos vegetais levaram ao descobrimento de grupos
de microrganismos importantes para o
desenvolvimento vegetal. Nesse sentido, tém-se
buscado alternativas aos fertilizantes quimicos, e uma
das possibilidades é a inoculagdo de bactérias
diazotroficas, que podem associar-se as plantas para
fixar nitrogénio (N) atmosférico e, ou, produzir
substancias promotoras de crescimento de plantas
(Bergamaschi et al., 2007). Esses procariotos podem
ocorrer tanto no solo quanto na rizosfera e estabelecer

relacées simbidticas e, ou, associativas com uma
grande variedade de espécies vegetais, contribuindo
para sua nutri¢io nitrogenada (Moreira et al., 2008).

Na formagao dos porta-enxertos de seringueira, a
adubacio correta das mudas é essencial para uma
nutri¢do equilibrada, o que ira refletir em suprimento
adequado de nutrientes, especialmente o N, para que
seja possivel atingir maior uniformidade das mudas,
precocidade, sistema radicular de boa qualidade e
aptiddo para a enxertia (Bataglia & Santos, 1998).
Nessa fase de formacao do seringal, a utilizacio de
bactérias diazotroéficas, isoladas da prépria cultura,
poderia propiciar maior aporte de N as plantas, além
de promover o crescimento por meio de outros
processos.

Plantas jovens de Hevea brasiliensis cultivadas na
auseéncia total de N tiveram aumento de 30 % no teor
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desse nutriente, possivelmente devido a FBN (Delu-
Filho, 1994). Esse autor sugeriu a ocorréncia de
bactérias diazotréficas pertencentes as espécies
Azospirillum brasilense, Azospirillum lipoferum e
Herbaspirillum seropedicae associadas as raizes da
seringueira. No entanto, o Unico relato sobre a
presenca de diazotréficos associados a seringueira
notificou a presenca do género Beijerinckia, uma
bactéria de vida livre, em solos sob seringais no
Estado do Para - Brasil (Dobereiner & Ruschel,
1958).

Diante do exposto, o presente trabalho teve como
objetivos verificar a ocorréncia de bactérias fixadoras
de N em solos sob seringal e proceder posteriormente
a caracterizacao cultural e morfoldgica dos isolados
obtidos, assim como de sua capacidade de reduzir o
N,. Além disso, a identifica¢io de parte dos isolados
foi realizada pelo sequenciamento do 16S rDNA.

MATERIAL E METODOS

Levantamento da ocorréncia de bactérias
diazotroficas em amostras de solo sob
seringal e em raizes de plantas de seringueira

Coleta das amostras

A coleta das amostras de solo e de raizes foi
realizada em um plantio de seringueira adulto e nao
adubado, localizado no setor de Fisiologia Vegetal da
UFLA (Lavras-MG). Foram coletadas 12 amostras
compostas (seis de solo e seis de raizes) de seis plantas
de seringueira, que constituiram as unidades
experimentais. Cada amostra composta foi
constituida de quatro amostras simples coletadas de
quatro pontos de cada unidade experimental,
localizados a 30 cm de distancia do tronco da planta
e a uma profundidade de 0-20 cm. Essas amostras
foram homogeneizadas para constituir uma amostra
composta. As 12 amostras compostas destinadas a
analise microbiolégica foram acondicionadas em
sacos plasticos estéreis Millipore e foram conservadas
a4°C.

Ocorréncia, isolamento e caracterizacao dos
isolados

Procedeu-se a avaliagdo da presenca das bactérias
fixadoras de N atmosférico (N3) nas amostras de solo
e de raizes, inoculando-as nos seguintes meios de
cultura semissolidos e semisseletivos: NFb, JNFb, LGI
(Dobereiner et al., 1995), JMV (Reis et al., 2004) e
FAM (Magalhdes & Dobereiner, 1984). As amostras
de raizes foram separadas em: raizes finas com solo
rizosférico agregado; raizes finas lavadas em agua
destilada estéril por 10 min; e raizes finas
superficialmente desinfestadas em hipoclorito de sédio
(1 % v/v) durante 2 min, posteriormente lavadas em
agua destilada estéril. Com a finalidade de verificar a
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presenca de bactérias fixadoras endofiticas, as raizes
superficialmente desinfestadas foram maceradas antes
da inoculag@o no meio de cultura. As amostras de solo
nio receberam tratamento diferenciado, sendo
inoculadas diretamente nos meios de cultura referidos.
Para cada amostra foram feitas cinco repetigoes. Os
meios inoculados com as amostras foram mantidos
em camara de crescimento a 28 °C e observou-se o
crescimento bacteriano por meio da formacio de
pelicula caracteristica durante o periodo de incubacéo
de 6-7 dias. O isolamento das colonias tipicas de
fixadores de Ny, foi realizado por meio de repicagens
sucessivas, alternando o crescimento no mesmo meio
de origem sé6lido e no mesmo meio de origem
semissolido, de acordo com método descrito nas
referéncias supracitadas.

Apbés a purificacio dos isolados, todos oriundos
do meio FAM semisso6lido, procedeu-se a
caracterizacdo cultural em meio sélido FAM. As
caracteristicas avaliadas foram: velocidade de
crescimento; didmetro médio (mm); forma
(puntiforme circular e irregular); elevacio (plana,
lenticular, convexa, drop-like, umbonada e
umbilicada); borda (inteira, ondulada, lobada,
denteada e filamentosa); superficie (lisa, rugosa e
papilada); produgdo de muco (escassa, pouca,
moderada e abundante); consisténcia da massa de
crescimento (seca, aquosa, gomosa, viscosa e
butirica); e detalhes d6pticos (transparente,
translacido, opaco e brilhante). As observacoes
morfolégicas das células quanto a mobilidade celular
(imé6vel ou mével), forma das células e presenca de
glébulos de poli-B-hidroxibutirato (PHB) foi feita apds
a montagem de laminas e com auxilio de microscépio
6ptico de contraste de fases (Olympus BX40).

O teste de coloracao Gram foi realizado segundo o
método de Bartholomew (Yano et al., 1993). Apés a
montagem em laminas, avaliou-se a coloracdo em
microscopio 6ptico (Nikon AFX-ITA).

Para observacido em microscopia eletronica,
amostras das colonias em meio FAM foram coletadas,
e procedeu-se ao esfregaco sobre laminulas de 13 mm
incrustadas com Poly-L-Lysine. As laminulas foram
transferidas para placas de Petri, e as amostras foram
entdo submetidas a fixagdo em solugédo de Karnovisky
modificada (glutaraldeido (2,5 %) e paraformaldeido
(2,5 %), em tampao cacodilato, pH 7,2, 0,05 mol L1 +
CaCl, 0,001 mol L) por 24 h em camara fria, lavadas
com tampao cacodilato e pds-fixadas em tetroxido de
6smio 1 % por 1 h. Apds lavagem em agua destilada,
1niciou-se o processo de desidratacdo em gradiente de
acetona (25, 50, 75, 90 e 100 %, trés vezes por 10
min). Apds passar pelo aparelho de ponto critico (BAL-
TEC, CPD-03) e fixacdo em suporte metalico (stubs)
com ajuda de fita de carbono, as amostras foram
submetidas ao processo de metalizagdo em ouro no
aparelho BAL-TEC, SCD-050. As observacgdes e
eletromicrografias foram feitas em microscépio
eletronico de varredura LEO-EVO 40, XVP (Alves,
2005).
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Atividade da nitrogenase

A analise qualitativa (presenca/auséncia) da
atividade da nitrogenase pela técnica de redugio do
acetileno foi realizada seguindo o método descrito por
Dilworth (1966). Os isolados foram crescidos em seus
meios semissolidos de origem em frascos de 10 mL,
contendo 5 mL de meio de cultura, a 28 °C, por cinco
dias. No ensaio da reducao do acetileno (“acetylene
reduction assay”’- ARA), o gas foi produzido em um
erlenmeyer de Kitasato por meio da rea¢do de carbureto
de calcio (CaCy) com agua. Foi injetado 1 mL de
acetileno e, apds 1 h, retirou-se 1 mL do gas presente
no tubo, para verificar a produc¢éo de etileno, pela leitura
por cromatografia gasosa (Varian Star 3400 cx).

Um dendrograma foi construido a partir de oito
variaveis morfolégicas: forma da colonia, elevacao,
superficie, velocidade de crescimento, producio de
muco, consisténcia, detalhes 6pticos e presenca de
glébulos de PBH. Para construcao do dendrograma,
foi formada uma matriz de distancia binaria entre os
isolados, a partir da qual se fez o agrupamento com o
pacote hclust usando o método average, no R 2.13.2
(R. Development Core Team, 2011).

Sequenciamento do 16S rDNA

Para extracéo do DNA, os isolados foram crescidos
em 200 mL de meio FAM liquido por trés dias a 28 °C.
As amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm, a 4 °C,
por 30 min. O sobrenadante foi descartado, e as células
bacterianas foram submetidas aos procedimentos de
extracdo. Apds maceragdo em almofariz com areia, 5
mL de CTAB 2X a 65 °C e 20 pL. de 2-B-mercaptoetanol,
o material foi incubado em banho-maria a 65 °C (30-60
min). Apds incubacio, adicionaram-se 10 mL de
cloroférmio-alcool isoamil, e o material foi centrifugado
a 5.000 rpm por 5 min. Ao sobrenadante coletado foi
adicionado trés vezes o volume de acetato de amonio -
alcool etilico que foi mantido em freezer por 1 h para
precipitagao do DNA. O precipitado foi seco ao ar livre
e dissolvido em tampao TE (tris-EDTA) (200 - 400 uL).
Ap6és dissolvido, adicionou-se igual volume de fenol
cloroférmio - 4lcool isoamil e centrifugou-se a 14.000
rpm por 5 min. O sobrenadante foi coletado, e procedeu-
se a precipitacio em trés vezes o seu volume com alcool
isopropilico - acetato de sddio, sendo mantido em
freezer por 1 h. O alcool isopropilico-acetato de sédio
foi eliminado das amostras e, apds ressuspensio em
TE 50/20, procedeu-se a quantificacdo do DNA
(Nienhuis et al., 1995, com modificacoes).

Apés extragdo do DNA, as amostras foram diluidas
10 vezes, e uma aliquota de 5 uL foi utilizada para
amplificacio pela técnica de PCR, em um volume final
de 50 pL por reacdo. A concentracéo final dos reagentes
por reacéo foi de 0,2 pmol L' de cada oligonucleotideo
iniciador 27F (BAGAGTTTGATCCTGGCTCAG) e
1492R (GGTTACCTTGTTACGACTT) (Lane, 1991),
2,5 mmol L1 de cloreto de magnésio, tampao 1x para
PCR, 0,2 pmol L't de cada ANTP e 0,02 U Taq DNA
polimerase (Plantium™ taq DNA polimerase,
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Invitrogen). A reacéo de amplificagdo foi realizada em
Eppendorf Mastercycler®, Alemanha, sob as seguintes
condi¢bes: uma desnaturacao inicial de 94 °C por 5
min, 30 ciclos de desnaturacio (94 °C por 40 s),
anelamento (55 °C por 40 s), extensao (72 °C por 1,5
min) e uma extenséo final a 72 °C por 7 min. Uma
aliquota de cada reagdo da PCR (20 pL) foi analisada,
usando-se gel de agarose 1 % (w/v) com tampao TAE
(tris-acetato-EDTA) e coloracdo em brometo de etideo
(5 ng mL1). Os produtos da reacgio foram purificados
por meio de precipitacio em etanol, e o sequenciamento
parcial do DNA (utilizando-se o primer 27F) foi
realizado em sequenciador ABI 3739x1.

Os eletroferogramas obtidos foram avaliados no
programa Phred Q20 (Ewing et al., 1998), usado para
remocio de regides de baixa qualidade. As sequéncias
resultantes foram avaliadas e comparadas com
sequéncias do GenBank, utilizando-se a Ferramenta
de Busca de Alinhamento Local Basica (NCBI), (http:/
/www.ncbi.nlm.nih.gov), para identificacdo dos
géneros e espécies. Para a andlise filogenética, as
sequéncias obtidas foram alinhadas no Clustal X2 com
as sequéncias das seguintes estirpes, obtidas no banco
de germoplasma (GenBank): Beijerinckia derxii (NR
042182), Beijerinckia indica (CP001016.1-:680554-
682033), Bacillus vallismortis (JF496324.1), Bacillus
amyloliquefaciens (AB301017.1) e uma Archaeae niao
cultivada (U40238.2-:31654-33126), que foi utilizada
como raiz da arvore. A arvore filogenética foi
construida usando o software Mega 5.05, por maxima
verossimilhanca, e avaliada por bootstrap com 1.000
permutacoes.

RESULTADOS

Ocorréncia, isolamento e caracterizacao dos
isolados

Nenhum crescimento foi detectado nos meios
inoculados com amostras de raizes, e apenas o meio
FAM detectou a presenga de diazotréficos em todas as
amostras de solo, indicada pela formagao de pelicula
tipica, proximo a superficie do meio de cultura. Nessas
amostras de solo foram obtidos 19 isolados bacterianos,
cuja caracterizagdo morfolégica das colonias esta
apresentada no quadro 1. Esses isolados foram
identificados com os codigos UFLA-96 a UFLA-114.
Os isolados UFLA-96 e UFLA-97 formaram uma
pelicula menos espessa, sendo ausente a caracteristica
gomosa, e suas colonias foram transparentes, secas,
pequenas e de crescimento muito lento (10 dias). Os
demais isolados formaram uma pelicula de cor branco-
leitosa, espessa e gomosa, sendo esse padrao de
crescimento idéntico para 17 dos isolados encontrados.
Aos cinco dias ap0s a repicagem, estes apresentaram
colonias grandes, com produc¢do de goma -
exopolissacarideos - em grande quantidade. A
caracterizacao cultural no meio FAM revelou baixa
diversidade fenotipica entre os isolados.

R. Bras. Ci. Solo, 36:1426-1433
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Verificou-se a formacao de trés tipos de colonias: (1)
colonias pequenas, transparentes e secas (UFLA-96;97);
(2) colonias elasticas, opacas e grandes nio cartilaginosas
(UFLA-98;100;101;102;103;104;105;107;108;110;111); e
(3) colonias elasticas, opacas, grandes e cartilaginosas
(UFLA-99;106;109;112;113;114).

Pela caracterizagao celular por meio da microscopia
6ptica e microscopia eletronica de varredura (Figuras
1 e 2), osisolados dos tipos 2 e 3 apresentaram formato
de bastonete, imdveis, e negativos ao teste de coloracio
Gram. Além disso, verificou-se a presenca de dois
glébulos lipidicos (poli-B-hidroxibutirato), um em cada
polo da célula (Figuras 1a,b e 2a,b). Ja os isolados do
tipo 1, UFLA-96 e UFLA-97 (Figura 1c), apresentaram
grande producado de enddsporos e foram Gram-
positivos. Submetidos ao teste ARA, todos foram
capazes de reduzir o acetileno.

Pela analise de agrupamento das caracteristicas
culturais dos 19 isolados, dois grupos foram obtidos a
60 % de similaridade, sendo os isolados UFLA-96 e 97
distintos dos demais (Figura 3a).

Quadro 1. Caracterizacao das colonias em meio FAM
so6lido de 19 isolados obtidos de solo sob seringal,
de acordo com a forma (For.), elevacao (Elev.),
borda (Bor.), superficie (Sup.), velocidade de
crescimento (V.cresc.), diametro (D.), producao
de muco (Muco), consisténcia (Cons.) e detalhes
opticos (D. 6p.)

Isolado  For. Elev. Bor. Sup. V.cresc. D. Muco Cons. D.oép.
mm2
UFLA-96 CI LE IN LI ML 1 P SE TR
UFLA-97 CI LE IN LI ML 1 P SE TR
UFLA98 CI CO ON LI L 1 MO EL oP
UFLA-99 CI (0O 1IN LI L 2 AB EL* OP
UFLA-100 CI LE ON LI L 3 MO EL OpP
UFLA-101 CI DL ON LI L 3 MO EL oP
UFLA-102 CI DL ON LI L 2 MO EL (0%
UFLA-103 CI DL ON LI L 2 MO EL OP
UFLA-104 CI DL IN LI L 3 MO EL oP
UFLA-105 CI DL IN LI L 2 AB EL (0%
UFLA-106 CI DL ON LI L 3 AB EL* OP
UFLA-107 CI  CO ON LI L 2 AB EL oP
UFLA-108 CI  (CO ON LI L 2 AB EL (0%
UFLA-109 CI DL ON LI L 2 AB EL* OP
UFLA-110 CI DL IN LI L 2 AB EL oP
UFLA-111 CI DL ON LI L 3 AB EL (0%
UFLA-112 CI DL IN LI L 3 AB EL* OP
UFLA-113 CI  CO IN LI L 2 AB EL* OP
UFLA-114 CI 0O 1IN LI L 2 AB EL* OP

Forma (CI - circular), Elevagao (CO - convexa; LE - lente; DL -
drop-like), Borda (IN - inteira; ON - ondulada), Superficie ( LI -
lisa), velocidade de crescimento (ML - muito lenta; L - lenta),
produgdo de muco (P - pouca; MO - moderada; AB - abundante),
consisténcia (SE - seca; EL - eldastica; EL* - elastica e
cartilaginosa), detalhes 6pticos (TR - transparente; OP - opaca)
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Sequenciamento do 16S rDNA

Apds remocao de regides de baixa qualidade
(extremidades das sequéncias), as sequéncias
resultantes apresentaram ntmero de bases variando
entre 344 (UFLA-102; 109 e 99) e 370 (UFLA- 96).
Quando as sequéncias dos quatro isolados foram
submetidas ao GenBank do NCBI para verificar
alinhamentos significativos, verificou-se que UFLA-
102 apresentou 100 % de similaridade com Beijerinckia
derxii (NR042182) e 100 % com Beijerinckia indica
(CP001016.1-:680554-682033); UFLA-109, 99 % de
similaridade tanto com Beijerinckia derxii (NR
042182) quanto com Beijerinckia indica (CP001016.1-
:680554-682033); UFLA -99, 100% de similaridade com
Beijerinckia derxii (NR042182) e 99 % com
Beijerinckia indica (CP001016.1-:680554-682033); e
UFLA-96, 100 % de similaridade tanto com Bacillus
vallismortis (JF496324.1) quanto com Bacillus
amyloliquefaciens (AB301017.1). Pela andlise das
relacoes filogenéticas dos isolados sequenciados (Figura
3b), também foram obtidos dois grupos distintos,
formados pelo agrupamento de (1) UFLA-102; 109;
99, Beijerinckia derxii e Beijerinckia indica; e (2)
UFLA-96, Bacillus vallismortis e Bacillus liquefaciens,
demonstrando alta relagdo com os grupamentos por
caracteristicas culturais.

DISCUSSAO

Todos os isolados encontrados foram oriundos das
amostras de solo. Entretanto, a auséncia de
crescimento bacteriano nos meios de cultura
semissoOlidos utilizados, que receberam raizes
desinfestadas e maceradas, ndo deve ser um indicativo
de auséncia de bactérias endofiticas na seringueira,
uma vez que esses microrganismos podem nio ter sido
capazes de crescer apenas nos meios de cultura
utilizados. Débereiner (1953) iniciou o estudo de
bactérias diazotréficas no Brasil, o que levou a
descoberta de varias novas espécies e comprovacio da
incorporacdo de N fixado em tecidos vegetais por
técnicas que empregam o is6topo N2, Azospirillum
spp. estdo entre as espécies mais comumente
encontradas como capazes de colonizar a rizosfera de
plantas e tecidos vegetais. No entanto, essas espécies
néo foram encontradas nas raizes de seringueira,
mesmo utilizando meios que favorecem seu
crescimento.

As caracteristicas das colonias, como a producao
de grandes quantidades de exopolissacarideo
(consistindo de uma goma bastante elastica e algumas
vezes cartilaginosa) (Quadro 1), o formato celular de
bastonete, a coloracdo Gram negativa e a presenca de
dois glébulos de poli-B-hidroxibutirato (PBH), um em
cada polo da célula, evidenciaram que 17 dos 19
isolados apresentam elevada similaridade com as
bactérias do género Beijerinckia. O sequenciamento
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Figura 1. (a) e (b): Formato celular de bastonete apresentado por 17 dos isolados encontrados no solo sob
seringal. Em (b), as setas indicam os globulos de PHB; (¢): isolado UFLA-96, a seta evidencia endésporos
centralmente localizados. Em (a) e (c), as barras equivalem a 5 ym, e em (b), a 2 pm.

Figura 2. Eletromicrografias mostrando a forma
celular tipica encontrada para os isolados dos
tipos 2 e 3. Setas em (b) mostram os glébulos
lipidicos nos polos do bastonete. As barras
equivalem a 2 pm.

de UFLA-102;109;99 e seu alinhamento em elevado
grau (maior que 99 %) com as espécies do género
Beijerinckia permitem identificar esses isolados como
pertencentes a esse género. Do mesmo modo, as
caracteristicas morfologicas das células, bem como a
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o

Figura 3. Dendrograma de agrupamento baseado nas
caracteristicas culturais dos 19 isolados de
diazotroficas oriundos de solo sob seringal da
UFLA, Lavras, MG (2009)(a), dendrograma
mostrando as relagoes filogenéticas entre os genes
16S rRNA dos isolados UFLA-102; 109; 99; 96 e
Beijerinckia derxi (NR 042182), Beijerinckia
indica (CP001016.1-:680554-682033), Bacillus
vallismortis (JF496324.1) e Bacillus
amyloliquefaciens (AB301017.1) (b).

sequéncia do 16S rDNA, mostraram que os isolados
UFLA-96;97 pertencem ao género Bacillus (Figura 3b).

Embora néo tenha sido utilizada nenhuma técnica
de coloracido para se confirmar a natureza desses
granulos, segundo Becking (1984), o material que
constitui os corpos lipidicos ou granulos, posicionados
em cada polo da célula de Beijerinckia, é o poli-p-
hidroxibutirato (PBH), um composto da classe dos
polimeros termoplasticos chamados de poli-

R. Bras. Ci. Solo, 36:1426-1433
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hidroxialcanoatos e que podem ser utilizados pelas
bactérias como uma reserva celular. O polissacarideo
extracelular produzido em grande quantidade pelas
espécies do género Beijerinckia pode atuar como
protecdo aos sitios de reducao da nitrogenase contra
danos ocasionados pela presenca de oxigénio (Barbosa
& Altherthum, 1992).

Todos os 1solados reduziram o acetileno, o que denota
a presenca da nitrogenase, enzima capaz de reduzir o
N, para NHjs. De acordo com Han & New (1998), ha
grande variabilidade na capacidade de isolados
reduzirem o acetileno e podem existir diferencas in vitro
e in vivo. Isso, em parte, pode justificar o fato de que
bactérias podem demonstrar eficiéncia em fixar Ny in
vitro sem, no entanto, fazé-lo in vivo, podendo ocasionar
baixos ganhos de N pelas plantas. Esses mesmos autores
esclarecem ainda que a técnica de reducéo do acetileno
é um método indireto para se avaliar a FBN, e muitas
estirpes que apresentam alto potencial de FBN in vitro
podem nfo apresentar associacio eficiente com as
plantas no campo. Soma-se a isso o fato de que a alta
fixacdo de Ny por bactérias ndo implica
necessariamente transferéncia do N fixado para a
planta (Mantelin & Touraine, 2004), uma vez que, no
solo, a interferéncia de fatores fisicos, quimicos e
biologicos pode evitar que as plantas tenham acesso ao
NH; produzido (Moreira & Siqueira, 2006).

Dos meios utilizados, o FAM foi o tinico que detectou
a presenca de diazotroficos dos géneros Beijerinckia e
Bacillus. Outros meios sdo geralmente utilizados para
pesquisas desse género (Campelo & Dobereiner, 1970;
Dobereiner et al., 1995), além dos citados na metodologia.
No entanto, a detec¢do de bactérias do género Beijerinckia
pelo meio FAM j4 tinha ocorrido anteriormente
(Magalhaes & Dobereiner, 1984) em amostras de solo
coletadas sob plantios de Bactris gasipaes e de Brachiaria
humidicola; desse modo, os resultados aqui apresentados
comprovam a eficiéncia do meio FAM em detectar
bactérias desse género. Estirpes de Bacillus spp. foram
detectadas de amostras de solo inoculadas em meios NFb,
LGIe FAM (Silva et al., 2011).

Dobereiner & Ruschel (1958), pesquisando a
ocorréncia de bactérias fixadoras de N em amostras
de solo de varios Estados brasileiros, utilizando o meio
silica-gel de Winogradsky com sacarose, isolaram uma
nova espécie do género Beijerinckia (B. fluminensis)
de solos sob os seringais do Para - Brasil. Esse é o
Unico relato cientifico até o momento da presenca do
género associado a seringueira. Este trabalho mostra
a ocorréncia de mais duas espécies do género
(Beijerinckia indica e Beijerinckia derxii), além de
espécies do género Bacillus.

CONCLUSOES

1. Bactérias de vida livre fixadoras de nitrogénio
atmosférico foram encontradas em solo sob seringal.
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2. Nao houve indicios de bactérias rizosféricas ou
endofiticas associadas a seringueira capazes de crescer
nos meios de cultura utilizados (NFb, JNFb, FAM,
JMV e LGI).

3. Pelas caracterizac¢ées morfologicas e molecular
dos isolados obtidos, verificou-se predominancia de
bactérias pertencentes ao género Beijerinckia, havendo
ainda a presenca de dois isolados do género Bacillus.
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