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RESUMO: A cultura do milho é colonizada por
bactérias diazotréficas endofiticas, as quais
podem promover o crescimento das plantas
através da fixacé@o bioldgica de nitrogénio, sendo
importantes principalmente em areas com baixa
disponibilidade deste nutriente. Assim, 0 objetivo
deste trabalho foi avaliar a diversidade de
bactérias diazotroficas endofiticas isoladas de
milho em solo do Semiarido, através da
caracterizacdo fenotipica e genotipica. A
caracterizacdo fenotipica foi realizada através da
caracterizacdo morfoldgica cultural em meio Dyg’s
sélido A caracterizacdo genotipica foi avaliada
através da andlise nifH e o nested de 33
bactérias  diazotréficas isoladas de duas
cultivares de milho (BRS Gorotuba e BRS
Caatingueiro) cultivadas em um vertissolo do
semiarido baiano.

Termos de indexacdo: fixacdo biologica do
nitrogénio, diversidade.

INTRODUCAO

A cultura do miho (Zea Mays) ¢é
amplamente difundida no Brasil, principalmente
no Nordeste, sendo uma alternativa de grande
valor econdmico para os pequenos e meédios
agricultores em virtude do preco de mercado e da
demanda pelo produto in natura (MAPA 2010).
Essas plantas destacam-se por sua capacidade
de se associarem com bactérias diazotroficas
capazes de fixar nitrogénio atmosférico, essas
bactérias sdo encontradas no interior das raizes e
colmos, e também podem ser encontradas no
solo rizosférico (HUNGRIA et al., 2010). Vérios
estudos ja constataram o potencial de utilizacdo
de bactérias diazotréficas como promotoras de
crescimento de plantas (SALA et al. 2008; SILVA
et al. 2006), sendo uma alternativa na diminuicédo
dos custos de producdo e diminuicdo no uso de
fertilizantes nitrogenados, refletindo em ganhos
para o meio ambiente. Além disso, a utilizacéo de
variedades precoces de milho, associada a

tecnologias sustentaveis, como o uso de
inoculantes de bactérias fixadoras de nitrogénio,
constitui um dos métodos mais promissores para
0 aumento da produtividade do milho com baixo
custo (Reis et al., 2009; Hungria, 2011).

O conhecimento da biodiversidade presente no
solo, assim como a identificacdo das bactérias
diazotroficas endofiticas, tem como finalidade
selecionar estirpes eficientes e mais adaptadas as
condicbes ambientais das diferentes regides,
explorando de forma mais eficiente o potencial
biotecnoldgico desses micro-organismos
associados ao milho. Um grande numero de
bactérias diazotréficas pode colonizar a planta do
milho, no entanto, a diversidade de espécies de
bactérias fixadoras de nitrogénio que apresentem
relagbes simbidticas com essa planta, ainda ndo é
bem conhecida (ROESCH, 2007).

A caracterizacdo genotipica de bactérias
diazotroficas € uma ferramenta Gt para o
conhecimento da diversidade microbiana e tem
como principal vantagem o0 uso de métodos
moleculares que em uma Unica reacdo permite a
deteccdo de polimorfismo para a caracterizagéo
molecular dos isolados (CHUEIRE et al., 2000b).
Diante disso, o0 objetivo deste trabalho foi avaliar a
diversidade fenotipica e genotipica de bactérias
diazotréficas isoladas de plantas de milho em
solos do Semiarido.

MATERIAL E METODOS

Obtencéo dos isolados

As bactérias foram isoladas de solo e
rizosférico e de plantas de milho variedades BRS
Caatingueiro e BRS Gorutuba cultivadas no
Campo Experimental de Mandacaru- BA durante
0 més de Janeiro & Mar¢co de 2015. O
experimento em campo foi conduzido utilizando
duas doses de N (zero ou 90 kg de N.ha-1-dose
recomendada para a cultura na regido),quinze
dias apés o plantio. Estes dois tratamentos de N
foram utilizados para avaliar a influéncia da
aplicacdo de N da diversidade de bactérias
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diazotroficas associadas ao milho.

Amostras de solo rizosférico, raiz e colmo
foram coletadas ap6s 45 dias de plantio. As
amostras de raiz e colmo foram desinfestadas
superficialmente com hipoclorito de sddio a 1%
durante 10 minutos e lavadas com agua destilada
estéril. O material triturado em solucdo salina e
diluido de forma seriada até 10°. As diluicdes
foram inoculadas em meio de cultura BMGM
semi-solido. (ESTRADA DE LOS SANTOS et al .,
2001) As bactérias que formaram a peliculas
foram purificadas e caracterizadas em meio de
cultura DYGS sélido (Rodrigues Neto et al.,
1986) até a obtencao de culturas puras.
Caracterizacdo Fenotipica

Para  caracterizagdo  fenotipica  foram
analisados: o tamanho das colbnias (<1; 1-2; >2),
a forma (circular ou irregular), a cor (creme,
amarela, laranja e marrom), a transparéncia
(translucida ou opaca), a elevacéo, a presenca e
a quantidade de muco (pouco ou muito). Apés a
caracterizacdo fenotipica dos isolados, foi
construido uma matriz de caracterizagdo binaria,
sendo atribuidos valores de 1 ou 0O para cada
caracteristica, possibilitando assim a construcéo
de um dendrograma de similaridade por
agrupamento com base no indice de Bray-Curtis,
utilizando o programa PRIMER 6.

Extracdo do DNA gendmico e amplificacao do
gene nifH

Para a extracdo do DNA, as bactérias foram
cultivadas em meio Dyg's liquido por 48h. O caldo
de cultivo foi centrifugado (6000 g/5 min) e lavado
por duas vezes com agua destilada autoclavada.
O precipitado foi submetido a sucessivos
peridodos de choque térmico para o rompimento
da membrana e extragdo do DNA bacteriano
(Fernandes Juanior et al.,, 2013). Os isolados
obtidos foram avaliados quanto a amplificacdo de
um fragmento do gene nifH utilizando o par de
iniciadores universais PolF e PolR (Poly et al.,
2001) Os produtos das PCR foram submetidos a
eletroforese horizontal em gel de agarose a 1,5%
(p/lv) e visualizados em sistema de
fotodocumentacdo com luz UV. Foram
considerados  positivos os isolados que
apresentaram um dos fragmentos com o tamanho
molecular desejado (360 pb para o nifH). Duas
bactérias diazotréficas foram incluidas como
referéncias, a BR3262 e a BR3269.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ap6s o procedimento de isolamento e
purificagdo, foram obtidos 33 isolados bacterianos
dos quais 15% apresentaram tamanho maior que
2mm, 45% menor que 1mm e 39% entre 1 a
2mm. No que diz respeito a forma, 90%
apresentam forma circular. Quanto ao aspecto da
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colénia 100% foram homogéneas. Para a
caracteristica cor da coldnia, foram considerados
63% para a cor creme, 18% laranja, 15%amarela
e 3 % marrom. Quantas a outras caracteristicas
45% apresentaram elevacao e 51% apresentaram
muco, sendo que 30% com pouco e 21% muito
muco.

O agrupamento dos isolados no dendrograma
de similaridade, de acordo com suas
caracteristicas culturais, formou 20 grupos com
mais de 80% de similaridade, dos quais 15 sé&o
formados por apenas um individuo (Tabela 1).

Os grupos 8 e 20 apresentaram a maior
guantidade de individuos, com 5 e 6 solados,
respectivamente. As principais caracteristicas
destes grupos foram, quanto ao tamanho, a
forma, cor, presenca e auséncia de muco. O
grupo cultural 8 apresentou tamanho <lmm,
auséncia de muco e cor creme. Enquanto que o
grupo 20, tamanho entre 1-2 mm, presenca de
muco e grande quantidade do mesmo e cor
laranja. Para as caracteristicas aparéncia e forma
os dois grupos foram homogéneos apresentando
formato circulares e formacdes transparentes.

Novos estudos estdo sendo conduzidos com
0s representantes de cada grupo genotipico para
verificar sua capacidade em promover o
crescimento vegetal em plantas de milho.

Tabela 1. Caracterizacdo fenotipica de bactérias
isolados de milho

Caracteristicas dos

de isolados arupos

TC FC_AC TR CC E PM QM
Grupol1(l) >2 | Hom O Cr N N N
Grupo2 (1) <1 Hom T Cr S N N
Grupo3(1l) 1-2 C Hom T Cr S N N
Grupo4(1) 1-2 C Hom O Cr N N N
Grupo5(2) <1 C Hom O Cr N N N
Grupo6(2) >2 C Hom T Cr N N N
Grupo7(1) <1 C Hom T Am N N N
Grupo8(5) <1 C Hom T Cr N N N
Grupo9(3) <1 C Hom T Cr N S P
Grupo10(1) <1 I Hom T Cr N S P
Grupo11(1) 1-2 I Hom T Cr N S P
Grupo12(1) 1-2 C Hom T Mar N S P
Grupo13(1) <1 € Hom T Am N N N
Grupo14(1) <1 € Hom T Am N S P
Grupo15(1) 1-2 C Hom T Am N S P




XXXV Congresso
Brasileiro de
Ciéncia do Solo

CENTRO DE CONVENGOES - NATAL / AN

JINCOES
02 a 07 DE AGOSTO DE 2015

Grupol6(1) >2 C Hom T Am S S
Grupo17(1) 1-2 C Hom T Cr S S
Grupo18(1) »>2 C Hom T Cr S S
Grupo19(1) 1-2 C Hom T Cr N N
Grupo20(6) 1-2 C Hom T Lar S S
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Tamanho do isolado: <1;>2; 1-2.Cr: creme lar: laranja Am:
amarelo Mar: Marron. Forma da Coldnia: C:circular l:irregular
aparéncia da coldnia: Hom: homogénea Het: heterogénea
Transparéncia: T: translcida O:opaca Elevagdo: S: Sim N:
ndo Presenga de muco: S: sim N: ndo Quantidade de Muco:
M: muito P: pouco N:nenhum

CONCLUSOES

Plantas de milho apresentam alta diversidade de
bactérias associadas podendo ser consideradas
para estudos futuros onde os isolados sejam
avaliados como potenciais promotores de
crescimento.
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