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RESUMO: O objetivo do presente estudo foi avaliar a capacidade de fixagdo de
nitrogénio in vitro de isolados de capim buffel e sorgo forrageiro, plantas naturalmente
adaptadas as condi¢Bes do Semiarido Brasileiro. Bactérias foram isoladas em meio
BMGM semi-sélido, e depois da presenca da pelicula microaerotéxica, as col6nias
foram purificadas em meio solido Dygs. Para avaliacdo da fixacdo de nitrogénio, foram
inoculadas em frascos contendo 10 mL de meio BMGM semi-sélido em triplicatas e
incubados a temperatura ambiente por cinco dias. Apos o crescimento bacteriano com a
formacéo da pelicula caracteristica, as amostras foram homogeneizadas manualmente e
foram congeladas a (-20°C), por 24 horas. Apds esse processo, 0s tubos foram
aquecidos em micro-ondas. Da solugdo resultante (meio + conteido celular) foram
utilizados 5 mL em tubos de ensaio para digestdo pelo método semi-micro Kjedahl. As
producdes de N variaram de 10,93 (bactéria de referéncia) & 90g/mL de N no isolado
B17 (Bacillus). O maior nimero de isolados e com maior producdo de N, foram os
isolados de capim buffel, com producdo média de 66,87 g/mL. Comparando com a
bactéria de referéncia (BR11417), a fixacdo de nitrogénio via FBN proporcionados
pelos isolados do capim buffel e sorgo forrageiro podem chegar a seis vezes mais.
Bactérias isoladas de gramineas forrageiras nas condi¢des do Semiérido sdo capazes de
fixar nitrogénio in vitro via FBN, com incrementos de 600%.
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FIXACAO DE NITROGENIO IN VITRO DE ISOLADOS DE GRAMINEAS
FORRAGEIRAS NO SEMIARIDO PERNAMBUCANO

ABSTRACT: The objective of the present study was to evaluate the in vitro nitrogen
fixation capacity of buffel grass and forage sorghum isolates, plants naturally adapted to
Brazilian semi - arid conditions. Bacteria were isolated in semi-solid BMGM medium,
and after the presence of the microaerotactic film, the colonies were purified on Dygs
solid media. To evaluate the nitrogen fixation, they were inoculated in flasks containing
10 mL of semi-solid BMGM medium in triplicates and incubated at room temperature
for five days. After bacterial growth with characteristic film formation, the samples
were homogenized manually and frozen at (-20 °C) for 24 hours. After this process, the
tubes were heated in microwave. From the resulting solution (medium + cell contents) 5
mL were used in assay tubes for digestion by the Kjedahl semi-micro method. N yields
ranged from 10.93 (reference bacteria) to 90g / mL N in isolate B17 (Bacillus). The
largest number of isolates and with higher N production were buffel grass isolates, with



a mean production of 66.87 g / mL. Comparing with the reference bacterium
(BR11417), the nitrogen fixation via BNF provided by buffel grass and forage sorghum
isolates can reach six times as much. Bacteria isolated from forage grasses under semi-
arid conditions are able to fix nitrogen in vitro via BNF, with 600% increments.

KEY-WORDS: Grass buffel; Forage sorghum; BNF.
INTRODUCAO

Na regido Semiérida, a pecuéria é praticada principalmente, de modo extensivo,
sendo baseada na exploragdo das pastagens nativas e/ou introduzidas, resultando em
baixo rendimento produtivo dos rebanhos caprinos, ovinos e bovinos (SOUSA e
ARAUJO FILHO, 2001). A producdo agricola nessas regibes caracteriza-se
principalmente pela agricultura de sequeiro e pela pecuédria extensiva, condi¢do que
acaba dificultando o desenvolvimento de pastagens nessa regido (ALVES et al., 2014).

Outra limitacdo que agrava ainda mais esse problema, é a deficiéncia no manejo,
principalmente no que diz respeito a fertilizacdo das pastagens. O nitrogénio (N) € o
nutriente mais importante para o crescimento produtividade. Embora, haja cerca de 78%
de N2 na atmosfera, ele esti disponivel para as plantas em crescimento. A FBN
representa 2/3 de todo o nitrogénio fixado no mundo, enquanto que o restante é
sintetizado industrialmente pelo processo de Haber-Bosch (RUBIO; LUDDEN, 2008).

A FBN representa além de um beneficio econdmico, uma alternativa
ambientalmente saudével e sustentavel para o uso dos fertilizantes quimicos. Diante
disso, objetivou-se com esse estudo, a avaliagdo da capacidade de fixagdo de nitrogénio
in vitro de isolados de hospedeiros naturalmente adaptados as condi¢des do Semiarido
Brasileiro.

MATERIAL E METODOS

Foram coletadas do campo, plantas adultas e saudaveis de Capim Buffel e Sorgo
Forrageiro. As amostras foram coletadas de dois pontos distintos, em cada ponto de
amostragem foram obtidas amostras compostas da planta inteira (parte aérea + raiz),
cada amostra composta era formada por trés amostras simples (uma planta), totalizando
trés repeticOes por area para cada espécie forrageira. As amostras foram acondicionadas
em sacos plasticos e transportadas para o laboratério de Microbiologia do Solo da
Embrapa Semiérido e armazenadas em cdmara fria até o processamento do material.

Para o isolamento das bactérias, somente as raizes foram avaliadas, estas foram
lavadas superficialmente em &gua corrente, secas com papel toalha e, desinfestadas
superficialmente por imersdo em solugdo de hipoclorito de sodio a 1% (v/v) por 10
minutos. Posteriormente foram lavadas abundantemente com agua destilada e
autoclavada. As amostras foram fragmentadas e em seguida aliquotas de 10 g foram
trituradas com 90 mL de NaCl 0,85% (p/v) em um miniprocessador previamente
desinfestado. Posteriormente, foram realizadas as diluides seriadas de 10™ a 10, Para
cada uma das dilui¢Ges, aliquotas de 0,1 mL, foram inoculadas em triplicata, em frascos
de vidros de penicilina contendo 7 mL do meio BMGM (glicose, manitol e &cido
malico) semissélido (ESTRADA DE LOS SANTOS et al., 2001). Os frascos foram
incubados a 28 °C, por dez dias, apds esse periodo, aqueles que desenvolveram uma
pelicula microaerotaxica tipica (préxima da superficie do meio de cultura) foram
separadas em sua diluicdo menos concentrada, reinoculados no mesmo meio de cultura
e incubados por dez dias. Aqueles que desenvolveram pelicula apds esta segunda



incubacédo, foram purificadas em placas de Petri contendo meio Dyg's (RODRIGUES
NETO et al., 1986). Apos a obtencdo das culturas puras as bactérias foram reinoculadas
em meio BMGM semissolido para a confirmagdo da capacidade de fixacdo do
nitrogénio em condicdes assimbidticas. Os frascos que continuaram a desenvolver a
pelicula foram reinoculados em placas de Petri contendo meio Dygs sélido.

Para avaliacéo o potencial para a FBN as bactérias foram crescidas em tubos de
ensaio contendo 5 mL de meio Dyg's liquido por 48 h em mesa agitadora a 10.000
RPM. Apbs o crescimento a DOgy  foi ajustada para 0,5 em espectrofotdmetro
(aproximadamente 108 UFC mL™), Uma aliquota de 100 pL de cada caldo de cultivo
com a DO ajustada para os isolados e duas bactérias de referéncia conhecido (Ab-V5 e
BR11417), foram inoculadas em frascos contendo 10 mL de meio BMGM semissélido
em triplicatas e incubados a temperatura ambiente por cinco dias. Apds o crescimento
bacteriano com a formagdo da pelicula caracteristica da fixagdo do N in vitro em
condi¢Bes microaerofilicas, as amostras foram homogeneizadas manualmente e foram
congeladas a (-20°C), por 24 horas. Apos esse processo, 0s tubos foram aquecidos em
micro-ondas por 1 minuto. Da solugdo resultante (meio + contetdo celular) foram
utilizados 5 mL em tubos de ensaio para digestdo pelo método semi-micro Kjedahl
(TEDESCO etal., 1995).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve diferenca estatistica entre os isolados, as producbes de N in vitro
variaram de 10,93 (bactéria de referéncia) a 90g/mL de N no isolado B17 (Bacillus). A
capacidade da incorporacdo de N no meio de cultura via FBN, predominaram o0s
géneros Bacillus e Stenotrophomonas, como maiores fixadores de N (Tabela 1).
Comparando entre espécies vegetais, 0s com maior producéo de N, foram os isolados de
capim buffel, com produgdo média de 66,87 g/mL. Comparando com a bactéria de
referéncia (BR11417), a fixagdo de nitrogénio via FBN proporcionados pelos isolados
do capim buffel e sorgo forrageiro podem chegar a seis vezes mais.

Tabela 1. Capacidade de fixagdo de nitrogénio in vitro de isolados de raizes de Sorgo
forrageiro e Capim Buffel

Isolados Hospedeiro Género N (g/mL)
B13 C. Buffel Bacillus 53,0°
B17 C. Buffel Bacillus 90,02
B10 C. Buffel Rhizobium 83,0°
B12 C. Buffel Stenotrophomonas 63,02
B11 C. Buffel Rhizobium 83,0°
B14A C. Buffel Cellulomonas 40,0°
B22 C. Buffel Stenotrophomonas 60,0°
B27 C. Buffel Stenotrophomonas 63,02
S3 Sorgo Bacillus 80,0°
S31 Sorgo Bacillus 50,0 ¢
S29 Sorgo Rhizobium 83,0°
S10 Sorgo Pseudomonas 70,0°
S23 Sorgo Stenotrophomonas 76,02
S19 Sorgo Stenotrophomonas 66,0 °
S8 Sorgo Rhizobium 50,02
S14 Sorgo Bacillus 70,02

Ab-V5 *xk Azospirillum 66,0 °



BR11417 el Herbaspirillum 10,93°

*** Bactérias comerciais

Comprovando o potencial de Bacillus sp. sobre o crescimento vegetal, Rana et
al. (2012) avaliaram o consorcio bacteriano de Bacillus sp. com o trigo, sobre a fixa¢do
de N, e observaram um aprimoramento de 14-34% nos parametros biométricos da
planta e 28-60% no teor de micronutrientes em relacdo ao controle. Juntamente com 0s
horménios, o N é um importante modulador da arquitetura das raizes. Assim, o N
poderia participar e, possivelmente, integrar diferentes etapas envolvidas na criagdo de
uma associacdo benéfica e bem-sucedida desempenhando um papel fundamental na
determinac&o da eficiéncia da interagdo planta-bactéria (CARVALHO et al. 2014).

Em razdo de sua capacidade de sobreviver em ambientes deficientes em
nitrogénio, as bactérias diazotroficas podem enriquecer seletivamente a rizosfera, local
em que habitam como organismos de vida livre ou estdo associadas assimbioticamente a
plantas (Dobbelaere et al., 2003). O meio de cultura BMGM utilizado no presente
estudo, foi elaborado com auséncia de uma fonte nitrogenada, além disso, a condi¢do de
semi-solido cria um ambiente com baixo nivel de oxigénio, visto que a enzima
nitrogenase € sensivel, tornando o meio de cultura, um microambiente semelhante ao
que ocorre no solo ou na planta, onde est4 localizada a maior densidade de bactérias
diazotroficas microaerofilicas associadas a raizes.

A FBN pelas bactérias associadas a raizes de gramineas pode ser importante nas
condicBes encontradas no Semiérido, uma vez que o fornecimento de N via FBN pode
melhorar a produtividade e o valor nutritivo dessas forrageiras, e assim, em longo prazo,
contribuir para o desenvolvimento socioecondmico da regido através da diminuigdo dos
custos de producéo.

CONCLUSOES
Bactérias isoladas de gramineas forrageiras nas condi¢fes do Semiérido sdo

capazes de fixar nitrogénio in vitro via FBN, com incrementos de 600% em relacdo a
isolados utilizados comercialmente.
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