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RESUMO- A fixagdo biolégica de nitrogénio
(FBN) por bactérias diazétroficas associadas a
raizes de gramineas forrageiras pode garantir o
fornecimento de nitrogénio de forma adequada
melhorando a produtividade e sustentabilidade
das forrageiras, utilizadas como pastagem
natural na pecu&ia de corte na regido. Este
trabalho teve como objetivos, verificar a
populacéo de bactérias diazotréficas associadas
a gramineas forrageiras nativas do Pantana e
caracterizélas morfofisiologicamente. Foram
isoladas e caracterizadas 44 bactérias sendo 33
caracterizadas como Azospirillum amazonense e
11 como do género Azospirillum spp. Foram
avaliados nestes isolados a presenca de pelicula
caracteristica de diazotréfica, caracteristicas
morfolégicas, atividades enziméticas de
solubilizag@o de fosfato e amilase. Para o teste
de solubilizagdo de fosfato sete isolados
apresentaram halo sendo a maioria com pelicula
para FBN. Quanto ao teste para a atividade
amilolitica, 16 isolados apresentaram halo sendo
que destes, 14 apresentaram caracteristica
diazotrofica. Apenas um dos isolados a AMM7
apresenta  caracteristica de  diazotrofica,
atividade amilolitica e fosfatase. Esses
resultados possibilitaram identificar atividade
amilolitica em isolados caracterizados como
pertencentes a  espécie  Azospirillum
amazonense.

Palavras — Chave: (Fixacdo Bioldgica de
Nitrogénio, Azospirillum, morfofisiologia)

Introducédo

No Pantanal, uma das principais atividades
socioecondmicas é a pecuaria de corte,
conduzida de maneira extensiva, com
alimentagdo do rebanho constituida
principalmente de pastagens nativas. O sistema
de mangjo mais utilizado dessas pastagens é o
continuo, com  utilizagdo  praticamente
inexistente de insumos agricolas, principal mente
dos fertilizantes nitrogenados.

A fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN)
por bactérias diazotréficas associadas as raizes
de gramineas forrageiras pode ser importante
nas condicdes encontradas no Pantanal, uma vez
que o fornecimento de nitrogénio de forma
adequada pode melhorar a produtividade, a
longevidade e o vaor nutritivo das forrageiras,

utilizadas como pastagem natural na pecuéria de
corte na regido. Esta associagdo podera, em
médio prazo, contribuir para a sustentabilidade
daregido.

A FBN realizada por bactérias diazotroficas
congtitui a principa via de incorporagdo de
nitrogénio ao ecossistema, que constantemente €
reciclado para a atmosfera principa mente pela
acdo de organismos decompositores de matéria
organica do solo. Dessa forma, a agdo desses
microrganismos e denitrificadores garantem um
reservatério inesgotavel de nitrogénio na
atmosfera[1].

Dados sobre a ecologia e da populacdo de
bactérias diazotréficas encontrada na rizosfera
das gramineas do Pantanal, bem como o
tamanho, densidade e diversidade dessa
populacdo quase sd0 inexistentes. Fatam
também informacGes sobre a variabilidade e
diversidade dessas bactérias em fungdo das
variagdes dos fatores ecoldgicos, climéticos e
antropicos que afetam o Pantanal. A escassez de
informagdes em relacdo a este sistema torna-se
preocupante a medida que as dteragdes
imediatas, em nivel de ecossistema, em gera
estdo sendo causadas por atividades antrOpicas
agressivas como as monoculturas intensivas no
planalto, com o uso de agrotoxicos e aporte de
sedimentos e a mineragdo, resultando efeitos
danosos j& reconhecidos como a contaminagao,
0 desmatamento e as ateracbes morfoldgicas
dos rios que formam esta planicie [2]. Assm
este trabalho tem como objetivos, verificar a
populacdo de bactérias diazotréficas associadas
a gramineas forrageiras nativas do Pantanal e
caracterizé&|as morfofisiologicamente.

Material e M étodos

Coleta das amostras

Este estudo foi redlizado na fazenda
Nhumirim, localizada na sub-regido da
Nhecolandia, pertencente a Embrapa Pantanal.
Para 0 desenvolvimento deste trabaho, foram
coletadas as gramineas nativas Axonopus
purpusii, Mesosetum chaseae e Panicum laxum
e Panicum repens graminea exdética na fazenda
Nhumirim, sob sistema de manejo continuo
Foram amostradas raizes e solo rizosférico. Em
seguida, foram feitos os procedimentos para
contagem e isolamento de bactérias
diazotréficas.
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Contagem e | solamento.

Dez gramas de raizes foram lavadas em &gua
corrente, trituradas em 90 mL de solucdo salina
e diluidas serialmente até 10°°. De cada diluicso
foi retirado 0,1 mL e inoculado em frascos
contendo 5,0 mL dos meios semi-seletivos LGI
e INFB para a espécie Azospirillum amazonense
e para 0 género  Azospirillum  spp.,
respectivamente  seguindo a metodologia
proposta por Dobereiner et. a [3]

Apo6s a contagem foi feito o isolamento de
bactérias diazotroficas, no qual os frascos das
maiores diluigdes positivas, foram repicados
para novos meios semi-solidos semi-especificos
(LGI e INFB ) e incubados por 3 dias a 30°C.
Decorridos os trés dias de incubagdo os frascos
gue apresentaram pelicula, foram riscados em
placas contendo meios sdlidos semi-especificos
(LGI e INFB).

Para a purificag8o final, as colbnias crescidas,
apbs a riscagem nesses meios e incubagdo por
cinco dias a 30 °C foram transferidas para novo
meio LGl e IJNFB semi-sOlido, e apdés a
formagdo do véu foram riscadas em placas de
meio de batata.

Caracterizacdo morfofisiologica

Todos os isolados puros (44) foram
caracterizados quanto as  caracteristicas
morfolégicas de suas colbnias como: forma,
tamanho, cor, elevacdo, tipo de superficie e
consisténcia

Atividades enziméticas
- Solubilizacdo de Fosfato

A capacidade de solubilizacdo de fosfato
insoltvel foi testada em meio de cultura GL
solido [4]. As bactérias foram previamente
cultivadas em meio DY GS e uma aiquota de 20
ML foi inoculada na superficie da placa de Petri,
em forma de pontuagdes. O didmetro do halo de
solubilizagdo foi observado como uma é&rea
trandlcida em torno da coldnia ap0s sete dias
de incubag&o.

- Atividade Amilolitica

Para verificagdo da atividade de utilizagdo do
amido, todos os isolados foram inoculados em
meio solido CP, suplementado com amido 1%,
sem corante, pH inicia 6,8. A identificacdo da
atividade amilolitica foi realizada ap6s 2-3 dias
(ou mais quando necessario) de incubacdo a
30°C, através da observacdo do hao formado,
gue pode ser mais bem identificado através da
utilizagdo de solugéo de iodo 0,5%, que permite
a visudlizacdo de uma zona mais clara e
transparente ao redor da coldnia, em contraste
com O meio marrom escuro, que indica
atividade amilolitica.

Resultados
Contagem de bactérias

Foi obtido no meio de cultura JINFB maior

nimero de bactérias (1,1 x 10" bactérias/g de

raiz) nas raizes do A. purpusii, ja no meio LGI
obteve-se maior nimero de bactérias (1,4 x 10’
bactérias/lg de raiz) nas raizes do P. Laxum
(Figural).

I solamento e car acterizagédo morfoldgica

Foram isolados 44 bactérias sendo 33
identificadas como Azospirillum amazonense e
11 como do género Azospirillumspp .

Quanto as caracteristicas morfolégicas
estudadas, observou-se no meio LGI que houve
maior variabilidade das colbnias isoladas de A.
purpusii, seguida da M. chaseae e P. repens. Os
isolados de P. laxum foram os que menos
apresentaram col6nias diferentes neste meio. Ja
no meio JNFB houve maior variabilidade
morfoldgica das colbnias de bactérias isoladas
de A.purpusii, seguida de P. Laxum e P. repens
(Figura 2).

Nos isolados obtidos da espécie Azospirillum
amazonense, foi comum as colénias
apresentarem  elevagdo convexa, coloragdo
amarela uniforme e amarela no centro, tamanho
superior a 1 mm e serem granulosas, apenas
dois isolados do A. purpusi apresentaram
consisténcia viscosa e um do P.repens
consisténcia pouco viscosa.

Nos isolados obtidos do género Azospirillum
spp., foi comum as colbnias apresentarem
elevagdo plana, coloragdo branca no centro,
tamanho superior a 1mm e serem pouco
viscosas. Apenas P.repens teve consisténcia
viscosa. Vale sdlientar que todos os isolados
apresentaram forma circular. A maioria dos
isolados deste género apresentaram superficie
lisa e brilhante, com excecéo de dois isolados,
AZM9 e AZM11 que possuem superficie rugosa
e brilhante e superficie seca, respectivamente
(Figura2).

Atividade enzimatica
- Solubilizagdo de fosfato e atividade
amilalitica

De um total de 44 isolados testados, 34 (75%)
apresentam  pelicula  caracteristica  de
diazotréfica. Para o teste de solubilizagdo de
fosfato, sete isolados apresentaram halo (16%
do total) sendo que destes, quatro (57%)
apresentaram pelicula para FBN. Quanto ao
teste para a atividade amilolitica, 16 isolados
apresentaram halo (36% do total) sendo que
destes, 14 (87,5%) apresentam caracteristica
diazotrofica. Apenas um dos isolados (AMMY7)
apresenta caracteristicas diazotréfica,
amilolitica e fosfatase. Esse resultado sugere
que a bactéria AMM7 isolada do Mesosetum
chaseae possui um complexo enzimético mais
diverso em relacBo aos outros isolados
bacterianos. Porém, vale sdientar, que dos 44
isolados estudados, cinco n&o revelaram
nenhuma atividade para nenhuma das enzimas
avaliadas e 22 ndo revelaram atividade para



solubilizagdo de fosfato e atividade amilalitica.
Cabe ressdtar que dos isolados que
apresentaram  atividade amilolitica, dois,
AZM13 e AMM31, ndo sdo muito eficientes
paraessa atividade (Tabela 1).

Discussio

Contagem

Em estudos j& readlizados com A. purpusi
foram encontradas em meio INFB 10° células/g
deraiz e 10’ células/ g de raiz em meio LGl [5],
ao contrario do encontrado nesse trabaho paraa
mesma época (seca). O numero de bactérias
pode variar dependendo das condigdes
edafocliméticas. Estudo realizado com cana-de-
aclcar demonstrou que a distribuicdo de
bactérias diazotréficas sofreu influéncia da
época do ano [6]. Outro trabalho mostrou que
em solos com progressiva deficiéncia hidrica
(mais de 20 dias), as plantas de cana-de-agUcar
apresentaram um baixo nimero de bactérias
fixadoras de nitrogénio por gramaderaiz [7]. A
época de coleta apresentou efeitos significativos
sobre a populagdo de bactérias diazotroficas
associadas a raizes de Brachiaria, apresentando
um menor niimero na época de estacdo seca no
inverno [8].

Morfologia

A coloragéo das col6nias de A. brasilense e A.
lipoferum formadas no meio sdlido INFB, sdo
pequenas, secas e brancas. Em meio de batata as
colnias dessas duas espécies sdo inicialmente,
branco amareladas, tornando-se  rdseas,
pequenas e estruturadas apds uma semana de
incubacdo [3]. Os resultados obtidos nesse
trabaho foram semelhantes a0 descrito para
ambas as espécies, com algumas diferencas sutis
observadas em algunsisolados (Figura 2).

Em relagdo a espécie A. amazonense as
colénias formadas no meio solido LGI, apbs
cinco dias, sdo peguenas, brancas e estruturadas.
Em meio de batata as col6nias dessa espécie
formam coldnias grandes (até cinco mm) bem
distintas, de coloracéo branca, achatadas e com
bordas elevadas. A forma da coldnia pode ser
alterada de acordo com a fonte de C e N usada
[3]. Os isolados provenientes do meio LGI
apresentaram coloragdo de col6nia diferente
daquelas descritas para espécie, isso pode ser
atribuido ao tempo de crescimento.

Atividade enzimética
- Solubilizago de fosfato

Muitas bactérias apresentam a caracteristica
de solubilizar fosfato, insollvel através de
VA0S processos, porém poucos estudos relatam
esta atividade em bactérias fixadoras de
nitrogénio [9]. Porém para o0 género
Azospirillum sdo relatados trabalhos para as
espécies A. halopraeferans [9], A. brasilense
(estirpe CD e CC322) [10,11] A. lipoferum
(estirpe JA4) [10]. No presente trabaho, os

isolados que apresentaram halo de solubilizagdo
de fosfato foram caracterizados
morfologicamente como pertencentes a espécie
A. amazonense, porém ndo ha trabahos
relatando a atividade fosfatase para essa espécie.

A sacarose é a fonte de carbono utilizada para
isolamento e de preferéncia da espécie A
amazonense, esta é prontamente transformada
em glicose. A glicose pode ativar 0 processo de
solubilizagdo, enquanto que outras fontes de
carbono de degradacdo mais lenta, ndo
promovem tal efeito rapidamente [12]. O
trabalho de Deubel et. al [13] evidencia que o
tipo de aglcar usado como fonte de carbono no
meio de cultura influencia a solubilizagdo de
fosfato in vitro. E ainda o meio de cultura
utilizado para verificar a atividade fosfatase é
acrescido de glicose, o que pode favorecer os
isolados que tem preferéncia por essa fonte de
carbono.
- Atividade amilalitica

S&0 poucos os trabalhos disponiveis que
associam Azospirillum & atividade amilolitica
No trabaho de Emtiazi et. a [14] os autores
obtiveram isolados de planta de milho
caracterizados como fixadores de nitrogénio e
que apresentavam atividade celulolitica e
amilolitica, sugerindo que os mesmos podem
fazer a degradagdo de residuos celulose e
amido, para gerar energia. Em outro trabaho
Emtiazi et a; [15] mostrou a atividade celulase
em bactérias fixadoras de nitrogénio do género
Paenibacillus. Foi observada a atividade
amilase nos isolados deste trabalho, bem como
caracteristica diazotrofica para a guns deles, isto
sugere que 0s mesmos tem atividade de
degradacdo de compostos organicos. Ha relatos
de atividade amilase em outras diazotrogicas
como o trabalho de Oliveira et a.[16] que
observou a producdo de amilase por rizobios
tendo a farinha da pupunha como substrato,
registrou 19 isolados com atividade amilolitica
em meio YMA modificado. Oliveira et al [16]
sugerem uma possivel participagdo de algumas
glicosidases, como as amilases, no
estabelecimento  intracelular  da  simbiose
leguminosa Versus rizéhio. Alguns
microrgani Smos associ ativos podem lancar méo
da enzima amilase para colonizagdo darizosfera
deraizes.
Conclusdes
1) O nimero de bactérias associadas as raizes de
trés espécies de gramineas nativas (A. purpusii,
M. chaseae e P. laxum) foi maior quando
comparada com uma graminea exética (P.
repens).
2 O isolamento e  caracterizagéo
morfofisiologica propiciaram identificar, pela
primeira vez, a solubilizacgo de fosfato para a
espécie Azospirillum amazonense.
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Figura 1 — NUmero de bactérias /g de raiz x10°
associadas a gramineas forrageiras nativas do
Pantanal sul-mato-grossense em diferentes meios de
cultura (JNFB e LGl).
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Figura 2 — Caracteristicas morfoldgicas das col6nias
de bactérias isoladas de forrageiras nativas do
Pantanal sul-mato-grossense. Obs: N&o foram obtidos
isolados do meio JINFB para Mesosetum.
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Tabela 1 — Caracterizag8o quanto & presenca de pelicula caracteristica de diazotréfico e atividade enzimética de
bactérias isoladas de gramineas forrageiras do Pantanal sul-mato-grossense.

Planta

Isolado

Presenca de pelicula

Solubilizag8o de Fésforo

Atividade Amilase

Mesosetum

A. purpussi

P. Laxum

P.repens

AMM1
AMM2
AMM3
AMM4
AMMS5
AMMG6
AMM7
AMMS8
AMM9
AMM10
AMM11
AMM12
AMM13
AMM14
AMM15
AMM21
AMM22
AMM33
AMM35
AMM36
AMM37
AMM39
AMMA40
AZM1
AZM3
AZM4
AZMS5
AZM6
AMM16
AMM17
AZM11
AZM13
AZM15
AMM23
AMM24
AMM26
AMM27
AMM28
AMM29
AMM30
AMM31
AZM7
AZM8
AZM9

+

T I

o+ o+

+ 4+ 4+

+ 0+

P I Ik

o0+ o+ 4

+

+

o0+ 0 + o+ 4+
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