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RESUMO:

O milheto é uma graminea com grande potencial
para o cultivo em regibes semiaridas, entretanto,
nestes ambientes, a sua capacidade de associacao
com bactérias potencialmente fixadoras de N ainda
nao foi avaliada. O objetivo deste trabalho foi isolar e
caracterizar genotipicamente bactérias endofiticas
de milheto por meio da amplificagdo de um fragmento
do gene nifH. O milheto foi cultivado com e sem
adubacéo nitrogenada foi coletado e a partir da raiz e
colmo das plantas foram isolados os micro-
organismos utilizando os meios de cultura
semissolidos JMV, LGI, LGI-P e NFb como método
de pré-selegéo. O DNA dos isolados foi extraido com
kit comercial e o gene nifH amplificado por PCR,
considerando positivos 0s isolados  que
apresentaram o amplicom com tamanho esperado
(360 pb). Foram pré-selecionadas 30 bactérias pela
formagédo de pelicula microaerotaxica nos meios
semissoélidos JMV, NFB e LGI das quais 28 foram
selecionadas como positivas para a amplificacdo do
gene nifH. A maioria dos isolados positivos foi
proveniente da raiz do milheto cultivado com
adubacéo nitrogenada.

Termos de indexagdo: micro-organismos, bactérias
diazotréficas, gramineas, inoculante.

INTRODUGAO

Atualmente a grande maioria de cultivos
agricolas é dependente da utilizacao de fertilizantes
quimicos sintetizados, o0s quais proporcionam
nutrientes essenciais para as plantas e otimizam os
processos produtivos. Porém o uso indiscriminado
desses produtos pode ocasionar a contaminacao de
solo e corpos d’agua, além dos altos custos de
producdo e impacto negativo na saude animal e
humana (Bergamaschi et al., 2007; Clavijo et al.,
2012). O milheto é uma cultura bem adaptada a
estresses abidticos com diversos mecanismos
envolvidos na superacéo das limitacdes de cultivo no
Semiarido, favorecendo a agricultura familiar na

regido (Yadav et al., 2010; Vadez et al., 2012). Dentre
0s possiveis mecanismos de adaptacédo de plantas
destaca-se a associagdo benéfica com bactérias
diazotréficas que promovem o crescimento vegetal,
suprindo a demanda de Nz necessaria a planta pelo
processo de fixacdo bioldégica do N2. Apesar deste
potencial, a presenca e eficiéncia de bactérias
fixadoras de N no milheto ainda € pouco esclarecida
(Babalola, 2010). O presente trabalho teve como
objetivo isolar bactérias endofiticas associadas ao
milheto cultivado com e sem adubacgéo nitrogenada,
caracteriza-las genotipicamente quanto a
amplificacdo de um fragmento do gene nifH.

MATERIAL E METODOS
Local de coleta e amostragem

O milheto (Pennisetum glaucum (L.) R. Br.)
variedade BRS 150 foi cultivado sob irrigagdo por
gotejamento no campo experimental de Bebedouro
nas dependéncias da Embrapa Semiarido em
Petrolina, PE. O tratamento aplicado no campo para
as plantas de milheto consistiu na auséncia da
adubacéo nitrogenada ou na aplicagdo de uma dose
equivalente a 100 kg de N ha' na forma de ureia. Aos
45 dias ap0s o plantio as plantas foram coletadas em
triplicata nos dois tratamentos e transportadas ao
laboratério de Microbiologia do solo da Embrapa
Semiarido, separando-se raiz e parte aérea para o
isolamento dos micro-organismos.

Isolamento de bactérias endofiticas

Para o isolamento de micro-organismos
endofiticos seguiu-se a metodologia preconizada por
Débereiner et al. (1995). O colmo e a raiz foram
desinfestados superficialmente com solugdo de
NaClO (2% v/v) e o excesso do agente sanitizante
removido em agua destilada estéril abundantemente.
Uma aliquota de 10 g de cada amostra de raiz ou
colmos foi triturada separadamente em liquidificador
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comum com 90mL de solugdo salina (NaCl 0,85%
p/v). Aliquotas de 0,1 mL das solu¢des foram diluidas
seriadamente em solugédo salina e inoculadas em
meio semissolidos semisseletivos NFb, JMV, LGI e
LGI-P (Dd&bereiner et al., 1995 ). Apds incubagéo
avaliou-se a formacgéo de pelicula microaerotaxica
caracteristica. As diluicbes com formacao de pelicula
tiveram essa caracteristica confirmada apods
reinoculagdo no meio semissoélido. Apds a
confirmacéao, as bactérias foram purificadas em meio
solido original. Ap6s a obtengao das culturas puras, a
capacidade de formacéo de pelicula dos isolados foi
confirmada em meio semissolido. As bactérias que
confirmaram esta caracteristica fenotipica foram
selecionadas para as etapas posteriores.

Caracterizagao genotipica

As bactérias pré-selecionadas foram
crescidas em meio liquido e o DNA gendmico foi
extraido com Kit comercial (Axygen) e armazenado a
- 20°C.

Para confirmacado do potencial dos isolados
para a fixagéo biolégica de N um fragmento do gene
nifH foi amplificado por PCR utilizando-se os
iniciadores PolF (TGCGAYCCSAARGCBACTC) e
PolR (ATSGCCATCATYTCRCCGGA) (Poly et al.,
2001), visando a obtencdo de um amplicom com
aproximadamente 360 pb. As condigbes da reagéo
consistiram em um ciclo de desnaturagéo inicial (5
minutos a 94°C); 35 ciclos de desnaturagéo (1 minuto
a 94°C), anelamento (45 segundos a 55°C); extensao
(1 minuto a 72 °C); um ciclo de extenséo final (10
minutos a 72°C); 4°C final em termociclador Veriti 96
well (Applied Biosystems). Os produtos da PCR
foram corados com GelRed (Biotium) e submetidos a
eletroforese horizontal em gel de agarose a 1% (p/v)
e observados em transiluminador UV (Figura 1).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Um total de 30 bactérias isoladas foram
consideradas positivas pela formacéo de pelicula
microaerotaxica nos meios de cultura nos meios
semissolidos LGI, JMV e NFb, ndo sendo confirmado
nenhum isolado no meio LGI-P . O meio de cultura
semissélido  permite isolar  micro-organismos
potencialmente diazotréficos por propiciar um
ambiente onde as bactérias endofiticas possam
crescer e fixar N2 por meio da, limitagcdo da presenca
de Og, preservando o complexo nitrogenase, assim
como ocorre nos nodulos de plantas leguminosas e
em gramineas que sdo colonizadas de forma
endofitica sendo esse método responsavel pelo
avanco dos estudos de FBN em n&o leguminosas
(Kuss et al., 2007).
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Em relagdo a distribuicdo das bactérias
diazotroficas 33% foram isoladas no meio LGI, 37%
em NFB e 30% em JMV sendo destacada a variagéo
entre os tecidos vegetais de origem das bactérias. O
metabolismo das diferentes fontes de carbono nos
meios de cultura € um mecanismo de pré-selecéo de
bactérias podendo assim estimar as caracteristicas
das culturas e os grupos isolados em comparagéo
com padrdes de bactérias diazotroficas ja descritas
(Videira et al., 2007). S&o comuns relatos de
isolamento de bactérias dos géneros Azospirilum e
Herbaspirilum em associacdo com gramineas
forrageiras como  Azospirilum  brasilense e
Azospirilum  lipoferum isolados com o0 meio
semissolido NFb, assim como o isolamento de
Azospirilum amazonense utilizando-se o meio LGl
(Ddbereiner, 1995).

Comparando-se os diferentes tecidos vegetais e o
suprimento nitrogenado fornecido para as plantas,
observa-se que a maioria dos isolados endofiticos foi
proveniente da raiz do milheto cultivado sem
adubacéo nitrogenada (TABELA 1), o que sugere a
maior efetividade das bactérias para suprir, mesmo
que parcialmente, a demanda de N da cultura em
solo com deficiéncia de N. (Sarathambal et al., 2015).
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FIGURA I. Amplificagdo do gene nifH dos isolados
bacterianos (1,2,3,4,5,6,7e 8, M= marcador 1Kb DNA
Ladder).

Do total de 30 bactérias diazotroficas pré-
selecionadas no isolamento, 28 foram consideradas
positivas para amplificagdo de um fragmento do gene
nifH (Tabela 1). Este gene é responsavel por codificar
uma subunidade da enzima dinitrogenase do
complexo enzimatico nitrogenase, reforgcando o
potencial desses micro-organismos em serem
fixadores biolégicos de nitrogénio. Indicando o
milheto como uma cultura bem favorecida pela
associacdo benéfica com bactérias que podem
contribuir para formulagao de produtos
biotecnologicos, beneficiando a adaptacdo de
culturas a ambientes restritos e principalmente na



diminuicdo da utilizagdo de fertilizantes quimicos
(Babalola, 2010; Gupta, 2013).

TABELA 1-Numero de isolados formadores de
pelicula e com resultado positivo para a amplificacao
de um fragmento do gene nifH

Tratame NFB LGl JMV Total nifH
nto +
C+N 3 2 0 5 4
R+N 2 2 1 5 4
C-N 0 1 3 4 4
R-N 6 5 5 16 16
Total 1 10 9 30 28
CONCLUSOES

O milheto cultivado em solos do semiarido
Pernambucano é colonizado endofiticamente por
bactérias potencialmente fixadoras de nitrogénio,
que habitam principalmente as raizes de plantas néo
adubadas com fertilizante nitrogenado.
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