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RESUMO

A fixacdo bioldgica de N, associada as plantas
forrageiras é importante no ciclo do nitrogénio, pois
bactérias podem atender no suprimento do nutriente
necessario as plantas. Amostras de raizes foram
coletadas de trés gramineas: Andropogon, Capim
Tanzania e Capim Buffel. Para bactérias isoladas em
meio seletivo procederam-se: Quantificagdo,

caracterizagdo fenotipicas, eposteriormente purificadas
com hipoclorito de sédio e armazenadas em sacos
plasticos. A densidade de bactérias foi influenciada
pelos nichos radiculares e gramineas forrageiras, sendo
o capim Andropogon e Buffel que apresentaram
maiores densidades de microorganismos.

PALAVRAS-CHAVE: Fixagdo Bioldgica de N, Pastagem, Microorganismos.

OCCURRENCE OF BACTERIA OF THE GENERA Azospirillumspp. ASSOCIATED GRASSY
FORAGE IN THE SEMI-ARID OF THE NORTHEAST OF BRAZIL

ABSTRACT

The biological fixation of N,, associated to plant forage
is an important stage in the cycle of the nitrogen,
because bacteria can contribute in the part supply of
necessary N to the plants. The samples of roots were
collected of three grassy: Andropogon, Tanzania and
Buffel. The isolated bacteria in selective way, they were
proceeded the quantification, fenotipic

characterization, and later purified with sodium
hypochloride and stored it in plastic bags. The density of
the bacteria was influenced by the root niches and
grassy forage, being the grass Andropogon and Buffel
that showed larger densities of microorganisms.

KEYWORDS: Biological Fixation of N, Pasture, Microorganisms.
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OCORRENCIA DE BACTERIAS DO GENERO Azospirillum spp. ASSOCIADAS A GRAMINEAS
FORRAGEIRAS NO SEMIARIDO NORDESTINO

INTRODUCAO

A degradagdao ambiental ocorrida nas ultimas décadas gerou diversas alteragdes no meio
ambiente. E devido a isso, as florestas tropicais vem sendo o alvo principal para a venda de
madeira nobre e pela substituicdo por dreas de cultivo ou pastagens, o que vem comprometendo
a fertilidade dos solos (Faria, 2002).

A perda da fertilidade do solo tem como principal causa o desaparecimento da matéria
organica, causando problemas sérios na atividade bioldgica, retencdo de agua, no suprimento de
enxofre, fésforo e principalmente de nitrogénio as plantas, e como consequéncia a produtividade
do sistema (Franco et al., 1992).

Bactérias diazotrdéficas endofiticas sdo aquelas que fixam N, atmosférico e colonizam o
interior de tecidos vegetais sem causar sintomas de doencas. Dentre as mais estudadas
destacam-se aquelas pertencentes aos géneros Azosporilum, Herbaspirillum, Acetobacter,
Burkholderia e Azoarcus. Bactérias do género Azosporillum s3o consideradas endofiticas
facultativas (Baldani et al., 1997), pois além de colonizarem os hospedeiros podem sobreviver no
solo na forma de cistos (Bashan & Holguin, 1997). Apesar da especificidade com relacdo a seus
hospedeiros ser baixa (Baldani et al., 1997), a associacdo dessas bactérias fixadoras de nitrogénio
é mais frequente com gramineas (Baldani et al., 1999).

Os microrganismos diazotroéficos endofiticos do género Azospirillumspp. desempenham
importante papel na reabilitacdo e sustentabilidade dos ecossistemas, uma vez que incorporam
N por meio da fixag3o bioldgica em quantidade que podem variar de 25 — 50 kg ha™ ano™ de N e
ainda produzem e liberam substancias reguladoras de crescimento vegetal, como auxinas,
giberelinas e citocininas, as quais contribuem para melhorar a nutricdo mineral e utilizacdo de
agua pelas plantas (Bazzicalupo & Okon, 2000).

Atualmente ha seis espécies descritas para o género Azospirillum: A.brasiliense; A.
amazonense; A. lipoferum; A. halopraeferens; A. irekense; A. largomorbilis. Sendo duas as mais
estudadas: A. brasiliense e A. lipoferum.E, ocorrem em grande abundancia nas regides tropicais
em associacdes com gramineas forrageiras como: Milho, trigo, arroz e sorgo.

No entanto, Baldani et al. (1999) relataram que a ocorréncia e a atividade dessas bactérias
no solo e na planta sdao fortemente influenciadas por estresses fisicos (baixa umidade e alta
temperatura), quimicos (acidez e baixos teores de nutrientes) e bioldgicos (espécie vegetal ndo
hospedeira), alguns dos quais sdo comuns na regido semiarida, razdo porque podem influenciar
as populacdes destas bactérias.

Divido a diversidade de bactérias esta diretamente relacionada com a espécie vegetal
associada (Baldani et al., 1999), registram-se resultados bastante diversificados dessa associacdo
com Azospirillumspp. em raizes e solo de outras gramineas, como milho e sorgo, no Sudeste do
Brasil (10° a 10’ bactérias g de solo) (Dobereiner, 1992), em raizes de pupunha e braquiaria na
Amazonia (10° bactérias g de solo) (Magalhdes & Dobereiner, 1984), em raizes desinfestadas
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superficialmente e na rizosfera de espécies de braquidrias em Goids e Minas Gerais (10° a 10’
bactérias g*) (Reis Jr. et al., 2000).

A melhor compreensdo da diversidade da microbiota no solo pode propiciar o
desenvolvimento de estratégias, que permitam a otimizacdo dos processos bioldgicos que, por
sua vez, visem aumentar a sustentabilidade dos agrossistemas (Odum, 1988). Apesar dos
métodos moleculares serem considerados essenciais para identificagdo destas bactérias (Kirchof
et al., 1997).

As caracteristicas morfoldgicas sdao também aplicaveis em estudos exploratérios da
diversidade destas bactérias em diferentes ambientes (Melloni et al., 2004).

Embora as gramineas sejam frequentemente plantadas ou semeadas em algumas areas
nobres na regido semidrida do Nordeste, ndo ha estudos sobre bactérias diazotroéficas endofiticas
em solos dessa regiao.

O objetivo do presente estudo foi avaliar a densidade e a diversidade fenotipica de
bactérias diazotroficas endofiticas em dois nichos radiculares de trés gramineas forrageiras.

MATERIAL E METODOS

As amostras das gramineas escolhidas foram obtidas no campo de cultivo da colecdo de
forragem no Setor de Agrostologia do Centro de Saude e Tecnologia Rural da Universidade
Federal de Campina Grande, situado na mesoregidao do Espinharas no Sertdo Paraibano, tendo
com coordenadas geograficas 07° 04’ 32”S de latitude e 37° 16’ 26” W de longitude. O solo é da
area é predominantemente do tipo Neossolo (Embrapa, 1999).

Foram tomadas trés espécies de gramineas forrageiras com potencial para o cultivo em
pastagens na regido semiarida do Nordeste: Capim Andropogon (Andropogon gayanus), Capim
Tanzania (Panicum maximum) e Capim Buffel (Cenchrus ciliaris). As coletas foram feitas
aleatoriamente, tomando-se trés amostras de cada espécie forrageira.

As amostras das raizes das gramineas foram coletadas na época das chuvas (Janeiro-
Abril), acondicionadas em sacos plasticos e prontamente transportadas ao laboratério de solos,
sendo separadas em duas sub-amostras para a obtencao dos dois diferentes nichos radiculares.

Apds a lavagem em agua corrente, 10 g de amostras de raizes frescas foram cortadas em
pedacos de cerca de 2,0 cm e desinfectadas com hipoclorito de sédio (2%), e outras 10 g foram
submetidas apenas a lavagem em agua destilada,posteriormente, foram postas em 90 mL de
solucdo salina diluida (30%) usada como dispersante. Apenas as amostras das raizes que
sofreram desinfeccdo superficial foram submetidas a maceragem com auxilio de almofariz.

Realizaram-se diluigdes sucessivas das amostras das raizes em solugdo salina diluida de
10™ (10g de raiz fresca: 90 mL de solugdo salina) a 10, homogenizadas em vortex, antes da
inoculacdo de 1,0 mL destas suspen¢bes em frascos com 5 mL de meio de cultura semi-sdlido
(NFb) em triplicata por diluicdo, recomendado para Azospirillumspp (Dobereiner et al., 1995),
com a seguinte composicdo: 5,0 g - Acido malico; 0,5 g - K,HPO,; 0,2 g - MgS04.7H,0; 0,1 g —
NaCl; 0,02 g - CaCl,.2H,0; 2 ml solucdo de micronutrientes (0,04g CuS0O4.5H,0; 1,2 g ZnS0O,4.7H,0;
1,4 g H3BO3; 1,0 g NaMo004.2H,0; 1,175 g MnS0O4.H,0); 2 ml de azul de bromotimol (solu¢do 0,5%
em KOH 0,2 N); 4 ml de Fe EDTA (solucdo 1,64 %); 1,0 mL solucdo de vitamina (100 mg de
biotina; 200 mg piridoxol-HCl).
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Foi ajustado o pH para 6,5 com KOH e adicionado 1,8 g de Agar para meio semi-sélido;
agua g.s.p. 1000 mL.

Estas culturas foram mantidas sob incubacdo por cinco dias a 28-30 2C, avaliando-se
posteriormente a presenca (+) ou auséncia (-) do crescimento bacteriano identificado pela
formacao de pelicula préximo a superficie no meio de cultura. Utilizou-se tabela de McCrady para
a determinacdo do NMP (nimero mais provavel) destas bactérias por gramas de amostra de raiz
fresca.

Para obtencdo dos isolados e avaliacdo da diversidade fenotipica, transferiram-se, com
auxilio de al¢a de platina, uma porgao de peliculas crescidas nas culturas utilizadas para avaliagao
semiquantitativa e contagem para os mesmos meios de cultura semi-sélido (NFb). As novas
peliculas formadas foram repicadas, para este meio, agora, com consisténcia sélida (15 g L™ de
agar e extrato de levedura).

Apés cinco dias de incubagdo a 28-30 2C, as colbnias isoladas foram transferidas
novamente para meios de cultura semi-sélido, e posteriormente, procedendo-se a verificacao do
crescimento, indicado pela formacdo de pelicula caracteristica. Todos os isolados foram entao
riscados no meio de cultura batata (Dobereiner et. al., 1995) e agrupados segundo os seguintes
valores de caracteristicas das col6nias: 12 valor (rea¢do): 1 = 4cida, 2 = alcali.22 valor (forma): 1 =
esférica, 2= ndo esférica. 32 valor (borda): 1 = lisa, 2 = crespa.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As maiores densidades de microorganismos diazotroéficos endofiticos foram obtidos nos
distintos nichos radiculares, e nas diferentes gramineas forrageiras (Tabela 1), as quais sdo
consideradas plantas hospedeiras comuns destas bactérias (Baldani et al., 1999).

Nas amostragens superficiais das raizes do capim Buffel registraram-se as maiores
densidades populacionais de bactérias (24 x 10° bactérias g™ de raiz fresca) em ralag3o as demais
forrageiras, enquanto amostras do interior do capim Andropogon registraram as maiores
densidades (46 x 10° g bactérias de raiz fresca) entre as gramineas.

Os valores maximos obtidos nos diferentes nichos (superficie e interior das raizes), apesar
desta densidade estar diretamente relacionadas com a espécie vegetal associada (Baldani et al.,
1999), estes valores podem ser considerados baixos, quando comparados aos encontrados para
Azospirillum spp, por Dobereiner et al. (1995) (10° e 10° bactérias g™), em raizes e solos de outras
gramineas, como milho e sorgo no Sudeste.

Resultados semelhantes foram verificados em raizes nao lavadas de pupunha e braquiaria na
Amazonia (10° bactérias g de solo) por Magalhdes & Dobereiner(1984), como dentro da faixa de
resultados obtidos em raizes desinfectadas superficialmente e na rizosfera de espécies de
braquidrias em Goids e Minas Gerais (10° a 10 bactérias g™') por Reis Jr. et al. (2000).
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Tabela 1. Densidade de microorganismos diazotroficos endofitios nos diferentes nichos nas raizes de gramineas
forrageiras, avaliados em meio de cultura NFb (para Azospirillumspp.).

Gramineas forrageiras Densidade de microorganismos
Superficie da raiz Interior da raiz

(NMP x 10%) bactérias g™ de raiz

Limites de Limites de

confianca* confianca*
Andropogon 0,23 0,07 - 8,00 46,00 10,00 - 210,00
Tanzania 2,30 0,66 - 8,10 0,11 0,03-0,42
Buffel 24,00 6,70 — 85,00 6,40 1,50 - 28,00

*95% de Probabilidade

O numero total de isolados por nichos radiculares (superficie e interior das raizes)
encontra-se no tabela 2 e figura 1. Foram obtidos isolados de diazotréficas, utilizando o meio de
cultura NFb (para Azospirilum spp.) em todas as gramineas e nichos radiculares, ndo havendo
diferengas entre os mesmos.

Assim como observado para a densidade de microrganismos endofiticos no interior das
raizes o capim Andropogon, obteve-se maior nimero de isolados em relacdo aos demais.

O numero de fendtipos em relacdo ao numero total de isolados ndo variou entre as formas
de obtencdo (na superficie e no interior das raizes), figura 1, indicando estabilidade com relacdo a
riqueza fenotipica desses grupos de bactérias nos diferentes nichosradiculares.

M Total de Isolados Fendtipos culturais
16

14 A
12 A
10 1

Numero

o N b OO
1

Andropogon Tanzania Buffel
Gramineas forrageiras

Figura 1 - Namero de total de isolados e de fendtipos culturais correspondentes as gramineas forrageiras
coletadas.
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Tabela 2: Numero isolados de diazotréficos endéfitos por graminea forrageira obtidas nos diferentes nichos em
raizes frescas, utilizando o meio de cultura NFb (para Azospirillumspp.).

Numero de isolados

Gramineas forrageiras Superficie da raiz Interior da raiz Total
Andropogon 6 9 15
Tanzania 6 4 10
Buffel 6 2 8
Total 18 15 33

Obteve-se isolados em todas as espécies de gramineas e diferentes nichos radiculares,
sendoobservada pequena diversidade fenotipica. Assim como observado para densidade de
enddfitos culturais, sendo encontrado quatro fendtipos (Tabela 3), onde os individuos dos grupos
I, I, Il e IV apresentaram dois, nove, doze e dez fendtipos respectivamente, apresentando
similaridades entre si.

Apesar dos métodos moleculares serem considerados essenciais para identificacdo destas
bactérias (Kirchof et al., 1997), estes resultados indicam que caracteristicas culturais sdo também
aplicaveis em estudos exploratérios da diversidade destas bactérias em diferentes ambientes
(Melloni et al., 2004).

Tabela 3: Descrigao das caracteristicas dos fendtipos culturais com os respectivos isolados de bactérias
diazotréficas endofiticas, obtidas em diferentes nichos de raizes frescas das gramineas forrageiras.

Fenétipo cultural Descri¢io" Isolados (Prefixo UFCG)
[ 1-1-1 13,16
Il 1-2-1 8,9,12,22,23,30,31,32,33
" 2-1-1 1,2,3,6,7,17,18,19,20,21,26,27
v 2-2-1 4,5,10,11,14,15,24,25,28,29,

& Descri¢ao: 12 valor (rea¢do): 1 = acida, 2 = alcali.22 valor (forma da col6nia): 1 = esférica, 2=
nao esférica. 32 valor (borda da col6nia): 1 = lisa, 2= crespa.

CONCLUSOES
Diante dos resultados obtidos nesta pesquisa experimental, concluiu-se que:

e A densidade de bactérias diazotroficas endofiticas foi influenciada pelos nichos
radiculares e gramineas forrageiras;

e Os capim Andropogon e Buffel apresentaram maiores densidades de microrganismos
diazotroéficos endofiticos por grama de raiz fresca em nichos radiculares diferentes;

e Os microrganismos isolados apresentaram baixa diversidade fenétipica.
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