Caracterizacao Fenotipica
de Bactérias Diazotroficas
Endofiticas Isoladas de
Milho BRS Caatingueiro

Phenotypic Characterization of
Endophytic Diazotrophic Bacteria
Isolated from BRS Caatingueiro
Maize

Resumo

O objetivo deste trabalho foi caracterizar fenotipicamente as bactérias
diazotroficas endofiticas isoladas de milho (Zea mays L.), pertencentes
a Colecao de Micro-organismos de Interesse Agricola da Embrapa
Semiarido. As caracteristicas fenotipicas analisadas foram: tamanho,
forma e cor da colonia, aparéncia, transparéncia, elasticidade, e
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quantidade do muco. Foram caracterizadas 33 bactérias do milho.
Destas, 66,7% apresentaram tamanho puntiforme e 39,4% sao de
bactérias maiores que 1T mm. Quanto a forma e aparéncia da colonia,
87,9% sao de colonia circular e 60,6% sao heterogéneas. Quanto a
transparéncia, 60% apresentaram a caracteristica opaca e as demais
translucidas. Dentre as cores observadas, 57,5% sao de cores brancas;
30,3% sao amarelas, enquanto 12,2% apresentaram coloracao

bege. Para a caracteristica elasticidade e quantidade de muco, 60%
dos isolados nao apresentaram elasticidade e 78,9% dos isolados
produziram pouco muco. Os isolados bacterianos do milho avaliados
apresentaram elevada diversidade fenotipica e estudos complementares
seréo realizados para definir sua diversidade genética e seu potencial
para a promoc¢ao de crescimento.

Palavra Chave: diversidade, fixacao biologica de nitrogénio, inoculante.

Introducao

O milho (Zea mays L.) € uma cultura que apresenta grande area
plantada no Brasil e, principalmente, no Nordeste, onde esta graminea
esta presente em diversos pratos da culinaria regional. E uma cultura
muito exigente na adubacao nitrogenada e o desenvolvimento de
tecnologias de baixo impacto ambiental e baixo custo se faz necessario
para aumentar a produtividade e reduzir os custos.

Dentre as tecnologias de baixo custo disponiveis para a cultura do milho,
a inoculagao com estipes de bactérias fixadoras de nitrogénio € uma
pratica recente no Brasil, mas com grande potencial para a adogao entre
os produtores. Os dados que subsidiaram a recomendacéo do primeiro
inoculante com bactérias diazotroficas para o milho no Brasil foram
publicados em 2010 (HUNGRIA et al., 2010) e, a partir de entao, a
adocéo da tecnologia de inoculacao pelos produtores tem sido crescente.

A constante prospeccao de novos isolados adaptados a diferentes
regides do Brasil € necessaria para a obtencao de bactérias cada vez
mais eficientes. Além das avaliagoes relativas a eficiéncia dos novos
isolados, os estudos de diversidade de bactérias associativas isoladas
de gramineas podem auxiliar na melhor compreensao da diversidade de
micro-organismos do solo e indicar a existéncia de espécies ainda nao
conhecidas (FERNANDES JUNIOR et al., 2013; IKEDA et al., 2013).
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O objetivo deste trabalho foi caracterizar culturalmente bactérias
diazotroficas endofiticas isoladas de milho cultivado no Municipio de
Petrolina, PE.

Material e Métodos

Foram avaliadas as caracteristicas culturais de 33 isolados de
bactérias diazotroficas endofiticas de milho pertencente a Colecao de
Micro-organismos de Interesse Agricola da Embrapa Semiarido.

As bactérias foram isoladas de plantas de milho BRS Caatingueiro
cultivadas na area da Embrapa Produtos e Mercados, em Petrolina,
PE, durante o Semiaridoshow do ano de 2013.

Amostras de raizes das plantas foram desinfestadas superficialmente
e trituradas em liquidificador com solucao salina (NaCl 0,85% p/v),
diluidas seriadamente e inoculadas em meio de cultura BMGM
semissolido (ESTRADA DE LOS SANTOS et al., 2001). As bactérias
foram purificadas e caracterizadas de acordo com suas caracteristicas
culturais em meio Dyg’s so¢lido (RODRIGUES NETO et al., 1986).
Apds o aparecimento de colonias puras, foi realizada a avaliagcao das
caracteristicas fenotipicas, sendo observados: tamanho (puntiforme,
T mma 2 mmou > 2 mm), forma (circular ou irregular), cor da
colénia (branca, amarela ou bege), aparéncia (homogénea ou
heterogénea), transparéncia (opaca, transltcida ou transparente),
elasticidade (elastica ou nao eldastica), e quantidade do muco (pouco
ou muito muco).

Ap6s a caracterizacao fenotipica dos isolados, foi construida uma
matriz de caracterizagao binaria, sendo atribuidos valores de 1 ou
O para cada caracteristica, possibilitando assim a construcao de
um dendrograma de similaridade por agrupamento com o algoritimo
base no indice de Dice, utilizando o programa Past (HAMMER et
al., 2001). As informacoes dos grupos com 100% de similaridade
foram apresentadas em uma tabela para a melhor visualizagdo das
caracteristicas do agrupamento (Tabela 1).
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Tabela 1. Caracterizacao dos 18 grupos fenotipicos obtidos por
meio do agrupamento das bactérias isolados do milho (Zea mays L.)
(método de agrupamento UPGMA e Coeficiente de Dice).

Grupos (n° de TC FC AC TC2 CcC EM QM

isolados)
Grupo 1 (1) P Ci He Tr Be NN PM
Grupo 2 (3) P Ci He Op Be NN PM
Grupo 3 (2) P Ci He Op Am NN PM
Grupo 4 (1) >2 Ci He Op Am NN PM
Grupo 5 (3) P Ci Ho Tr Am NN PM
Grupo 6 (1) P Ci He Tr Am NN MM
Grupo 7 (3) P Ci He Tr Am NN PM
Grupo 8 (6) P Ci Ho Op Br NN PM
Grupo 9 (3) >2 Ci Ho Op Br NN PM
Grupo 10 (1) >2 Ir He Op Br NN PM
Grupo 11 (2) >2 Ci He Tr Br E PM
Grupo 12 (2) >2 Ci He Op Br NN MM
Grupo 13 (1) >2 Ir Ho Op Br NN MM
Grupo 14 (1) >2 Ir He Op Br NN MM
Grupo 15 (1) >2 Ci Ho Tr Br E MM
Grupo 16 (1) >2 Ir He Tr Br E MM
Grupo 17 (1) P Ci He Tr Br E PM
Grupo 18 (1) >2 Ci He Tr Br E PM

'Grupo fenotipico dos isolados 2TC1 — tamanho da colénia (P: puntiforme, 1 mm a

2 mm e >2 mm); FC — forma da colonia( Cl: circular, Ir: irregular); AP — aparencia

da colonia (Ho: homogeénea, He: heterogénea); TC2 — transparéncia da colonia (Op:
opaca, Tr: translucida) CC — cor da colénia (Am: amarela, Br: branca, Be: bege); EM —
Elasticidade do Muco (E: Elastico, NN: Nao elastico; QM — quantidade de muco (MM:
muito, PM: pouco).

Resultados e Discussio

Dentre as 33 bactérias caracterizadas, 66,7 % sao bactérias que
apresentaram tamanho puntiforme, ou seja, menor que 1 mm e
39,4% sao de bactérias maiores que 1 mm. Quanto a forma e a
aparéncia da colonia, 87,9% sao de colonias circulares e 60,6%
sao heterogéneas. Desta colecao de bactérias, 60% apresentaram a
caracteristica opaca no que diz respeito a transparéncia da colonia.
Essas colecoes de bactérias diferenciaram-se nas cores branca
(57,5%) amarela (30,3%) e bege (12,2%). (Tabela 1).
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Para a caracteristica elasticidade e quantidade de muco, 60% dos
isolados nao apresentaram elasticidade e 78,9% compreendem

os isolados com pouca quantidade de muco. Com base nessas
caracteristicas fenotipicas, as bactérias do milho foram agrupadas em
um dendrograma e os isolados com 100% de similaridade, totalizaram
18 grupos distintos. Destes, o grupo que apresentou maior numero
de isolados foi o grupo cultural 8, compreendendo seis isolados com
tamanho puntiforme, colonia circular, homogénea, opaca, pouco
elastica e com pouca quantidade de muco. Esse grupo apresentou
80% de similaridade com a bactéria Azospirillum brasilense, estirpe
BR 11001, utilizada como bactéria de referéncia.

A elevada diversidade fenotipica das bactérias avaliadas e a baixa
similaridade destas com a estirpe de referéncia indicam que ha
bactérias diferentes das tradicionalmente isoladas utilizando esta
abordagem, o que indica a presenca de grupos de bactérias novas
(IKEDA et al., 2013). Estudos recentes tém demonstrado que isolados
diazotroficos pertencentes a espécies novas podem ser eficientes
quanto a FBN e a promocao do crescimento vegetal (FERNANDES
JUNIOR et al., 2013). Novos estudos avaliando os mecanismos de
promocéao de crescimento e a efetividade destes isolados quando
inoculados em plantas de milho estdo sendo conduzidos.

Conclusao

Os isolados de milho avaliados neste estudo apresentam elevada
diversidade fenotipica e baixa similaridade com a estirpe de referéncia
Azospirillum brasilense.
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