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Abstract

This study aimed to evaluate the density of isolated endophytic bacteria buffel grass for possible nitrogen-
fixing. The buffel grass was collected at three different points of a caatinga area, the roots were sterilized
and crushed with saline for subsequent serial dilution (10 1-104), aliquots of 0.1 ml were inoculated in
triplicate in glass bottle medium containing penicillin BMGM semisolid. The flasks were incubated for seven
days and those that developed a close aerotaxis typical film surface of the medium were scratched in Petri
dishes for assessing the growth. Those that developed a film were considered positive for population
counts of nitrogen-fixing bacteria, using the Most Probable Number (MPN) technique. Of the three plant
sampling areas a higher density of bacteria was observed in area 3 (4,838 x 104 NMPg1) compared to area
1, which had 3,478 x 104. Samples of the cactus roots, registered the highest population densities of
bacteria (109.849 x 10-4 g-1 fresh root) in relation to the other analyzed fodder.
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Introducao

O Nordeste ocupa uma area de 1.548.000 km?, onde aproximadamente 70% da regido esta inserida no
clima semidrido (SILVA; ANDRADE, 2008). Como limitagdo, essa regido apresenta a baixa disponibilidade de
alimentos para animais no periodo da seca, influenciado diretamente pelas condic¢des climaticas (SILVA;
SALIBA, 2007). Neste sentido, é essencial a adogdo de novas tecnologias que objetivem o aumento na
producdo dos pastos e/ou reduzam os custos de producido em pastagens (GOMES JUNIOR et al., 2002).
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Muitas vezes, a produtividade dos pastos é comprometida principalmente pelas limitacGes nos teores do
nitrogénio (N). De acordo com Silveira (2008), bactérias associadas a gramineas forrageiras podem ser

importantes para o aumento da producao de forragem com o aporte adicional de N.

Dentre as espécies forrageiras de maior importancia para a regido semidrida, pode-se destacar algumas
como os capins buffel (Cenchrus ciliaris L.) e tifton (Cynodon dactylon), o sorgo (Sorghum bicolor (L.)
Moench) e a palma-forrageira (Opuntia ficus-indica Mill). Estudos sobre a avaliagdo da infecgdo dessas
espécies por bactérias diazotréficas sao escassos para as regides semiaridas. A quantificacdo das
comunidades fixadoras de N é importante tanto para a determinacdo da efetividade da comunidade nativa,
como para a realizagdo dos isolamentos e a obtencdo das culturas puras, em um processo de isolamento e

caracterizagdo de micro-organismos diazotréficos (DBBELAERE et al., 1995).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a densidade de bactérias endofiticas diazotréficas associadas a

diferentes plantas forrageiras cultivadas no Semiarido pernambucano.

Material e Métodos

As espécies forrageiras foram coletadas em diferentes dreas da Embrapa Semidrido. O capim-buffel foi
coletado no Sistema Caatinga, capim-buffel e leguminosa (CBL), e as demais coletadas na area experimental
de Bebedouro e da Caatinga. As coletas ocorreram no més de outubro de 2014. Foram coletadas, no

campo, plantas saudaveis e adultas de capim-buffel, capim-tifton, sorgo-forrageiro e palma-forrageira.

As plantas forrageiras foram coletadas em duas areas distintas, com exce¢do do capim-buffel, que foi
coletado em apenas uma drea. Em cada ponto de amostragem foi coletada uma amostra composta por, ao
menos, trés amostras simples (plantas adultas). Para cada area foram coletadas trés amostras compostas,
totalizando-se trés repeti¢des por coleta de cada espécie em cada area.

As plantas foram acondicionadas em sacos pldsticos, transportadas para o Laboratério de Microbiologia do
Solo da Embrapa Semiarido e armazenadas em camara fria até o processamento do material 7 dias apds a
coleta. Para o isolamento, houve a separagao da parte drea e da raiz. As raizes foram lavadas em agua
corrente para a retirada do excesso de solo, desinfestadas superficialmente por imersdo em solugao de
hipoclorito de sédio a 1% (v/v) por 10 minutos e, posteriormente, bem lavadas com agua destilada e
autoclavada. As amostras foram fragmentadas em aliquotas de 10 g e foram trituradas com 90 mL de
NaCl 0,85% (p/v) em miniprocessador. Em seguida, foram realizadas as dilui¢des seriadas de 10" a 10%,
transferindo-se 1 mL da suspensdo de cada diluicdo para tubos de ensaio contendo 9 mL de solugdo salina.
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 semissélido (ESTRADA DE LOS SANTOS et al., 2001).

Os frascos foram incubados a 26-28 °C, por 10 dias. Apds esse periodo, agueles que desenvolveram uma
pelicula microaerotaxica tipica proxima da superficie do meio foram separadas em sua diluicdo menos
concentrada. Aqueles que desenvolveram uma pelicula foram considerados positivos para a determinagao
das populagdes de bactérias diazotroficas, que foi realizada pela técnica do nimero mais provavel (NMP)
(HUNGRIA; ARAUJO, 1995).
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Resultados e Discussao

Por maio da técnica do NMP, o nimero de bactérias encontradas nas raizes do capim-buffel variou de
3,478 x 10" a 4,838 x 10" células por grama de raiz. (Tabela 1).

Tabela 1. Populacdo de bactérias presentes nas raizes de capim-buffel (Cenchrus ciliaris L.), capim-tifton
(Cynodon dactylon), sorgo-forrageiro (Sorghum bicolor (L.) Moench) e palma-forrageira (Opuntia ficus-
indica Mill) pela técnica de nimero mais provavel (NMP), avaliados em meio de cultura BMGM.

Espécie Area Repeti¢do NMP IC (Minimo) (S

Capim-buffel AR1 Al 3,47 x 10° 1,57 8,59
A2 4,24 %10 2,00 9,78

A3 4,83 x 10° 2,43 10,48

Capim-tifton AR1 Al 7,48 x 10" 2,77 28,08
A2 1,11 x 10 0,40 3,40

A3 14,93 x 10° 5,56 50,58
AR2 Al 1,95 x 10" 0,85 4,74

A2 9,32 x 10 3,33 38,55
A3 0,35 x 10" 0,08 2,05

Sorgo-forrageiro AR1 Al 46,20x 10 17,83 240,76
A2 2,77x 10" 1,26 7,17

A3 9,32x 10" 3,33 38,55

AR2 Al 9,32 x 10° 3,33 38,55

A2 46,20 x 10* 17,83 240,76

A3 7,48 x 10" 2,77 28,08
Palma-forrageira AR1 Al 1,46 x 10* 0,53 4,95

A2 109,84 x 10° 38,22 478,76
A3 2,10 x 10 0,84 6,26

AR2 Al 9,32x 10" 3,33 38,55
A2 1,46 x 10" 0,53 4,95
A3 2,76 x 10° 1,19 7,42

Probabilidade 95%.

No estudo realizado por Moreira (2013), as amostras superficiais de raizes de capim-buffel apresentaram
maiores densidades populacionais de 24 x 10° bactérias g™ de raiz fresca em relagdo ao capim-tanzania
(Panicum maximum) e andropogon (Andropogon gayanus Kunth.). Os valores observados para o capim-
tifton variaram de 1,95 x 10* a 14,938 x 10” g' de raiz fresca e foi possivel observar que as maiores

popula¢des de bactérias se concentraram na segunda area de coleta do capim.

Nas amostras das raizes da palma-forrageira, foram observadas as maiores densidades populacionais de
bactérias (109,849 x 10* g* de raiz fresca) em relago as demais forrageiras analisadas. Observou-se,
também, que as maiores densidades estdo presentes na primeira drea de coleta e isso pode estar
relacionado a pratica da irrigacdo na area. De acordo com Baldani et al. (1999), a ocorréncia e atividade
dessas bactérias no solo e na planta sdo fortemente influenciadas por estresses fisicos e bioldgicos, alguns

dos quais sdo comuns na regido semiarida, razdo pela qual podem influenciar a populagdo dessas bactérias.
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Figura 1. Formagdo de pelicula em amostra de palma-forrageira (Opuntia
ficus-indica Mill) AR2 e formacgdo de pelicula em amostra de sorgo- forrageiro
(Sorghum bicolor (L.) Moench) AR1 (b).

Conclusoes

A palma-forrageira apresenta alta densidade de bactérias endofiticas fixadoras de nitrogénio, o que

representa alto potencial de uso dessas bactérias como futuros inoculantes.
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