UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO SEMIARIDO

UFEHSA CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE

BACHARELADO EM BIOTECNOLOGIA

IARA BARROS SILVA

ISOLAMENTO E SELEC;AO DE BACTERIAS FIXADORAS DE NITROGENIO
DA RIZOSFERA DO
MELOEIRO (Cucumis melo)

MOSSORO-RN
2016



IARA BARROS SILVA

ISOLAMENTO E SELE(;AO DE BACTERIAS FIXADORAS DE NITROGENIO
DA RIZOSFERA DO
MELOEIRO (Cucumis melo)

Monografia apresentada a
Universidade Federal Rural do
Semiéarido (UFERSA), como
exigéncia final para obtencdo do

titulo de Bacharel em Biotecnologia.

Orientadora: Profd. Dra. Fernanda

Matias

MOSSORO/RN
2016



© Todos os direitos est3o reservados a Universidade Federal Rural do Semi-Arido. O contetdo
desta obra é de inteira responsabilidade do (a) autor (a), sendo o mesmo, passivel de sanc¢des
administrativas ou penais, caso sejam infringidas as leis que regulamentam a Propriedade
Intelectual, respectivamente, Patentes: Lei n° 9.279/1996 e Direitos Autorais: Lei n°
9.610/1998. O conteldo desta obra tomar-se-& de dominio publico apds a data de defesa e
homologacdo da sua respectiva ata. A mesma podera servir de base literaria para novas

pesquisas, desde que a obra e seu (a) respectivo (a) autor (a) sejam devidamente citados e

mencionados os seus créditos bibliograficos.

S5861 Silva , Iara.

ISOLAMENTO E SELECAO DE BACTERIAS FIXADORAS DE
NITROGENIO DA RIZOSFERA DO MELOEIROS (Cucumis

Melo) / Iara Silva . - 2016.

37 £. : il.

Orientadora: Fernanda Matias.

Monografia (graduagdo) - Universidade Federal
Rural do Semi-&rido, Curso de Biotecnologia, 2016.

1. Mel&o. 2. Fixagdo de Nitrogénio. 3.
Bactérias de vida livre. I. Matias, Fernanda ,
orient. II. Titulo.

O servico de Geragédo Automatica de Ficha Catalografica para Trabalhos de Concluséo de Curso (TCC's) foi desenvolvido
pelo Instituto de Ciéncias Matemaéticas e de Computagédo da Universidade de S&o Paulo (USP) e gentilmente cedido para o
Sistema de Bibliotecas

da Universidade Federal Rural do Semi-Arido (SISBI-UFERSA), sendo customizado pela Superintendéncia de Tecnologia
da Informagédo e Comunicagéo (SUTIC) sob orientagéo dos bibliotecarios da instituicdo para ser adaptado as necessidades
dos alunos dos Cursos de Graduagdo e Programas de Pds-Graduagéo da Universidade.



IARA BARROS SILVA

ISOLAMENTO E SELECAO DE BACTERIAS FIXADORAS DE
NITROGENIO DA RIZOSFERA DO MELOEIRO (Cucumis melo)

Monografia apresentada a
Universidade Federal Rural do
Semiarido como requisito para
obtencdo do titulo de Bacharel
em Biotecnologia.

Defendidaem: __ 10 /_44 | NI .

BANCA EXAMI.NADORA

Prof2, Dr2. Fernanda Matias (UFERSA)
Presidente

Prof2. Dr2. Raphaela Vascon {osG es Barreto (UFERSA)
M/embr xamin

Prof°® Dr. Rui SalesJunior
(UFERSA) Membro
Examinador


usuario.ufersa
Retângulo

usuario.ufersa
Retângulo

usuario.ufersa
Retângulo

usuario.ufersa
Retângulo

usuario.ufersa
Retângulo


AGRADECIMENTOS

A DEUS, por sempre me dar forcas para continuar essas batalhas arduas da

vida, mesmo nos momentos de desisténcia ndo me abandonou.

A minha mée, Tania Cristina Pinheiro Barros Silva, e meu pai, lldemar Augusto
da Silva, por todo esfor¢o para que eu conseguisse chegar até aqui e por todas
as conversas e conselhos que me fortaleceram a cada dia para concluir essa

etapa da minha vida.

A minha orientadora Dr2 Fernanda Matias, muito obrigada pela paciéncia, pelos
ensinamentos da base académica e por apoiar na decisdo do meu estagio fora,

foram suas palavras que me fizeram acreditar, serei eternamente grata.

Minhas companheiras fieis de curso: Ana Kelly por ser minha duplinha em
todos os trabalhos e seminarios. Aline Maria por vocé me amar e me odiar por
todos esses anos, mas as coisas sempre foram assim e nunca vai mudar, ja
diziam os astros. Anny Jasmine, obrigada por tudo, pelas davidas tiradas, por
todas as caronas até minha casa, pelo companheirismo nos experimentos do
TCC. Deyze e Linéa, vocé duas eu ndo sei por onde comec¢o a agradecer,
estamos juntas desde o comec¢o, vocés duas foram meus pilares nessa

graduacédo, sem vocés nada teria graca.

Fabiana Rodrigues, minha florzinha, obrigada por cada palavra de incentivo,
por cada duvida tirada, por me acalmar quando eu pensava que tudo estava

desmoronando.

Aos colegas de laboratorio: LABIN por todas as risadas e desesperos. Em
especial ao Manoel Phellipe por toda a ajuda, por todo apoio moral e

disponibilidade a ajudar.

Aos meus melhores amigos: Ursula Holanda, Deyvid Moura que sempre me
apoiaram e torceram para ver eu chegar onde estou chegando, muitissimo

obrigada.



Minha Amiga Taynar Jales, que foi um presente que DEUS me deu em

Mossoro, obrigada por tudo amiga, vocé foi essencial.

Ao meu time de futsal e basquete, que foi muito importante para manter minha
saude mental em dia, em especial: Claudia, Beatriz, Livia, Adriana, I

Jederson, Hallysson, Lucas.

Aos meus colegas de curso, em especial: Walter, Savio, Rackel, Vinicius,

Tallyson, Cleyton, Pedro Henrique, Maira Joyce, Dani.

As companheiras de apartamento: Gabi, Thay, Pamela, Kenia e Andrea que

aguentaram a minha fase de viradas de noites exaustivas e cuidavam de mim.

Ao Zacarias Ribeiro Junior pela oportunidade de estagio e confianca no meu

trabalho no Laboratério Quarentenéario Vegetal da Syngenta.

Ao Jefferson Nunes e Aline Nascimento que conheci na Estacdo de

Quarentena Vegetal, vocé sdo maravilhosos.

Aos professores Taffarel Torres, lona Santos, Ana Carla, eu tenho profunda

admiracao, vocés sdo meus exemplos.

Aos professores Dr. Rui Sales Junior e Dra. Raphaela Vasconcelos Gomes

Barreto, por aceitarem o convite para participar da banca.



RESUMO

O meldo (Cucumis melo) € uma oleracea de grande importancia econémica no
Nordeste, pois representa 95% da producdo no territério nacional. Um dos
elementos quimicos que influenciam diretamente na produtividade do meldo é
0 nitrogénio. Por ser um gas quimicamente inerte, poucos organismos
conseguem fixad-lo na sua forma livre, onde alguns obtém através da
alimentacdo e outros por meio da quebra da ligagéo tripla, seja por meio de
descargas elétricas, processos industriais ou fixacdo biolégica. Esta ultima,
realizada por bactérias, sejam de vida livre ou simbiontes. Tais bactérias
promovem a assisténcia na recuperacdo de solos degradados, reducdo da
contaminacdo de agua e solo e reducdo significativa no custo da producéo.
Logo, o objetivo deste trabalho foi isolar as bactérias capazes de fixar
nitrogénio provenientes da rizosfera do meldo. A coleta foi realizada em uma
fazenda na cidade de Aracati-CE, onde 5 g da amostra de solo da rizosfera do
meldo foram adicionadas em 25 mL de 4gua destilada e centrifugadas a 4.000
rpm, em seguida foi retirado 10 pL do sobrenadante que foram adicionados
com auxilio da alca de Drigalski a dois diferentes meios: Nyda e Meio Nutritivo
(MN) preparados em placas de Petri. Posteriormente as placas foram
incubadas em durante 48h a 28-30°C. As col6nias isoladas foram cultivadas
em Meio Livre de Nitrogénio (MLN) para a selecdo e verificacdo da acdo de
fixacdo de nitrogénio durante 10 dias. O resultado apresentado € de caréater
qualitativo, onde das 62 linhagens obtidas e testadas, 40 indicaram positividade
para fixacdo de nitrogénio de acordo com seu crescimento em (MLN).
Realizado o teste de reducdo de nitrato, o teste constatou que 32,5% das
linhagens fazem redugéo, 2,5% das linhagens reduzem de nitrato para nitrito e
65% das linhagens reduziram a outros compostos. O teste tintorial apresentou
72,5% de bactérias Gram-negativas e 27,5 % de bactérias Gram-positivas.
Este resultado demonstrou que as bactérias isoladas apresentam
potencialidade para fixar nitrogénio restabelecendo uma alternativa sustentavel

do uso de fertilizantes.

Palavras-Chave: Meldo, Fixacdo de Nitrogénio, Bactérias de Vida Livre.
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1. Introducéo

A regido Nordeste destacou-se a ser um polo para cultivos comerciais,
sendo responsavel por 95% da produgdo nacional de frutos de exportacao,
tendo como principais produtores, os Estados do Bahia, Ceara, Pernambuco
e Rio Grande do Norte (ARAUJO & VILELA,2003; IBGE,2006).

Dentre as frutas, o meldo (Cucumis melo) é uma oleacea rica em sais
minerais e vitamina que pode ser consumido na forma de suco ou in natura.
Destaca-se na regido Nordeste devido as excepcionais condi¢des climaticas e
abundancia solar durante o ano todo e tem o nitrogénio como um dos principais

responsaveis pelo sucesso da producdo (BHELLA & WILCOX, 1986).

O nitrogénio (N) desempenha papel importante na interacdo com
estruturacfes genéticas e com a matéria organica (MARTINS et.al, 2003). O
destaque deste nutriente é relevante devido ao fato de que a cultura do meléao
faz uso de doses de fertilizantes nitrogenados de forma excessiva, deixando os
custos de producdo mais dispendiosos, por ser um dos nutrientes mais caros
(PRADO JUNIOR,2008). Além disso, acarreta num dano ao meio ambiente
devido a poluicao dos corpos d’agua, devido as perdas por lixiviacdo (TROEH,;
THOMPSON, 2007). O nitrogénio é levado as plantas mediante o processo de
fixacdo realizada tanto por bactérias simbiontes, como de vida livre. Para
induzir uma absorcdo mais eficiente de nitrogénio por parte dos cultivos,
propde-se 0 uso de bactérias fixadoras de nitrogénio, com vistas a reduzir a
dependéncia e o mal uso de insumos sintéticos como o nitrogénio. Dessa
forma, para garantir uma melhor eficiéncia no processo de absorcdo de
nutrientes é de suma importancia que as bactérias utilizadas apresentem-se

adaptadas ao ambiente em que serao utilizadas.

Assim o presente trabalho foi realizado em areas de meldo (Cucumis
melo), de onde se coletaram as rizosferas dessa espécie botanica, no intuito de

isolar e selecionar bactérias fixadoras de nitrogénio.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Mel&o (Cucumis melo)

O mel&o (Cucumis melo) é originario da Africa tropical e difundiu-se para
Europa e Asia e os demais continentes (BURGER et al., 2009). Nas américas a
entrada foi através de Cristovdo Colombo, onde o fruto passou a ser utilizado
pelos indios sendo assim disseminado de forma rapida por todo o continente
(Costa & Pinto, 1977). A introducg&o da cultura do meloeiro no Brasil ocorreu em
meados de 1960 pelos imigrantes europeus na regido sul e sudeste do pais,
dispersando assim a cultura pelo territério e apresentando expressao
econdmica no nordeste na década de 1980 (QUEIROZ,2011).

O fruto é uma oleracea classificada como uma dicotiledénea e pertence
a familia Cucurbitaceae. Este fruto apresenta uma grande importancia
socioeconémica para o nordeste, ja que é a principal regido dos meloeiros do
territério nacional (FREITAS et al., 2014), participando de 95% da producao
(SOUSA et al., 2012; DANTAS et al., 2013). O Brasil € o 3° maior produtor do
cultivar no mundo e os principais estados produtores sédo Ceara, Rio Grande do
Norte, Bahia e Pernambuco. Segundo Agrianual (2013), o meldo esta entre as
trés principais frutas exportadas pelo Brasil e no ranking de producdo encontra-

se em oitavo lugar.

O cultivo deste fruto na regido nordeste, se da pelas excepcionais
condicdes climéticas, pela baixa umidade do ar, das altas temperaturas e da
grande incidéncia solar predominante grande parte do ano (COSTA, 2012). Em
2015, o meldo foi destaque como a fruta de maior volume exportado
alcancando 223 mil toneladas com valor de safra avaliado em US$ 142 milhdes
(HORTIFRUTI/CEPEA, 2016).

De acordo com Negreiros et al., (2013), Santos e Pinheiro Neto (2004),
caso as condicbes estejam favoraveis para o desenvolvimento do fruto, as
mesmas vao garantir um numero reduzido de doencas e pragas e aumentar a
gualidade e produtividade do meldo em um ciclo de vida bem mais curto
(COSTA,2012).
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O melado tem preferéncia por solos que tenham riqueza em matéria
organica, boa estruturagcéo, aeracdo e um sistema ideal de drenagem (SOUSA
et al., 1999), pois esses critérios favorecem o crescimento radicular e a melhor
infiltracdo da agua por suas raizes. Essas caracteristicas do solo fazem com
gque a planta tenha um excelente desenvolvimento e uma maior produtividade,
mantendo as caracteristicas importantes para processo de poés-colheita e
importacdo, como, maior concentracdo de acucar, polpa e uma melhor
conservacao do fruto (ANGELOTTI e COSTA, 2010).

A disponibilidade de agua em excesso pode levar a uma qualidade
ruim do fruto, j& se ocorrer um estresse hidrico a producéo ir4 diminuir (ZENG
et al., 2009). Um dos elementos quimicos de grande importancia na producao,
€ 0 nitrogénio. O mesmo interfere diretamente na nutricdo, coloracéo, formato
de fruto e consisténcia da polpa (BHELLA & WILCOX, 1986).

2.2. Ciclo do nitrogénio

O nitrogénio (N) € o mais abundante de todos os elementos dos ciclos
biogeoquimicos, representando aproximadamente 78% do ar atmosférico. Foi
descoberto no ano de 1772 por Daniel Rutherford. Embora paralelamente
outros trés quimicos realizaram a mesma descoberta, na Gra Bretanha, com 0s
guimicos Joseph Priestley e Henry Cavendish e na Suécia com Carl Wilhelm
Scheele. Seu nome cientifico foi dado por Jean Antoine Claude Chaptal no ano
de 1790, quando o mesmo percebeu que 0 nitrogénio era um dos componentes
formadores do acido nitrico e dos nitratos (LEE,2001; GREENWOOD,1984;
PEIXOTO,1997).

Esse elemento tem o poder de realizar interacbes importantes com
matérias organicas, compostos inorganicos, participando também, na
estruturagdo de informacbes genéticas, moléculas importantes para o
metabolismo como o ATP (MARTINS et.al, 2003). Entretanto, poucos sao 0s
organismos que conseguem utiliza-lo na sua forma livre, pois o nitrogénio do ar
€ guimicamente inerte.

Para que seres humanos e animais tenham acesso a esse gés, a Unica
fonte de obtencao é o alimento, de acordo com Cardoso & Santos (2013). Para

0S outros seres € necessario que ocorra a quebra da ligacao tripla para a
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producdo de nitrato (NO3) e amdnia (NH3), seja ela por processos industriais,
descargas elétricas ou pela fixacdo bioldégica realizada por bactérias
(MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Depois do processo de fotossintese, a
realizacdo de fixacdo de nitrogénio € mais o0 importante processo para a planta
(HORTIFRUTI,2016). De forma geral, qualquer alteracdo nos niveis de
nitrogénio no solo pode interferir, com um certo impacto, na vida nos
microrganismos, plantas e animais (MOLINS-LEGUA et al., 2006)

A circulacdo do nitrogénio € realizada por organismos vivos, onde
fazem a fixacdo desses nutrientes em solo, planta e seres vivos. Para que o
nitrogénio seja absorvido e introduzido no ciclo biogeoquimico, é necessério
que passe, primeiramente, pelo processo de lixiviagdo. Para o processo de
fixacdo, este elemento percorre mais trés etapas, sendo estas a amonificacao,
nitrificacéo e desnitrificacéo.

A etapa de amonificacdo ou mineralizacdo, segundo Cordeiro (2004) é
0 processo pelo qual fungos e bactérias realizam a decomposicdo de
compostos nitrogenados da matéria organica presente no solo, transformando-
a, por exemplo, em amoénia (NH3). Ja o processo de nitrificacdo, segundo
WINOGRADSKY (1890), é a sequéncia do processo de mineralizacdo, onde
ocorre a oxidacdo da amonia (NH4") e nitrato (NO3), tendo como substancia
intermediéaria o nitrito (NO,) (BREMNER,1997). Esse processo é realizado por
bactérias quimioautotroficas que obtém energia no processo, chegando a
sintetizar os seus constituintes celulares a partir do CO, (CANTARELLA, 2007).

Ja a desnitrificacdo € o processo de retorno do nitrogénio para a
atmosfera que é realizado por algumas bactérias anaerdbias facultativas,
exemplificando, a Pseudomonas denitrificans na auséncia de oxigénio,

utilizando como receptores de elétrons os 6xidos de N, seja 0 NO3 ou NO;'.

2.3 Bactérias fixadoras de nitrogénio

A acdo de simbiose € uma interacdo entre dois ou mais organismos
diferentes que traz um beneficio para ambos. A associacdo simbiotica €
realizada por microrganismos que ajudam na fixagdo do nitrogénio para
melhorar a produtividade do cultivo (HUNGRIA et al., 2000). No ano de 1886,
os pesquisadores Hellriegel e Wilfarth afirmaram que 0s microrganismos
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presentes nos nodulos das leguminosas utilizavam o nitrogénio na sua forma
gasosa.

Dentre esses microrganismos, temos bactérias que realizam simbiose
com as plantas, destacando como as mais encontradas as do género
Rhyzobiym, Bradyrhizobium, Azorizhobium, Photorizhobium, Sinorizhobium
(TAIZ & ZEIGER, 2004). As bactérias que se associam simbioticamente sdo
conhecidas como rizobios, classificados como bactérias gram-negativas,
aerobias obrigatorias e alfaproteobactérias (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Ja nas bactérias de vida livre que realizam o processo de fixacdo de
nitrogénio, os primeiros géneros encontrados foram Azotobacter e Clostridium.
Essas bactérias desempenham um papel no solo tdo eficiente quanto as
bactérias que realizam simbiose, devido ao fato de conseguirem desfrutar
diferentes fontes de carbono para usar em seu metabolismo (REIS, 2011).
Estes procariotos podem ser encontrados nos mais diversos ambientes,
podendo ser organotréficos e desempenhar um metabolismo variado em
relacdo ao oxigénio, sendo classificadas de acordo com suas necessidades em
grupos distinto como: bactérias anaerdbias, aerdbios e facultativos. No grupo
dos anaerdbios temos Clostridium, Desulfovibrio, Metanobactérias, Azospirillum
spp., Herbaspirilum spp., Acetobacter diazotrophicus, Azorhizobium
caulinodans, Azoarcus spp., Burkholderia spp., entre outras. No grupo das
aerdbias temos Azotobacter spp., Beijerinckia, Derxia spp., € nos facultativos
encontramos as bactérias dos géneros Klebsiella, Bacillus, Azospirillum. Ja as
bactérias fotossintéticas de vida livre temos como exemplos, as cianobactérias,

bactérias purpuras como Rhodospirillum, Chromatium, Thiocapsa, entre outras.

2.4. Sistema de fixacao de nitrogénio

A fixacdo de nitrogénio € realizada pela enzima nitrogenase, onde as
bactérias realizam a quebra da ligagdo tripla no nitrogénio atmosférico
transformando-o em amonia transferindo-o para a planta (MOREIRA,;
SIQUEIRA, 2006). A utilizacao dessas bactérias fixadoras de nitrogénio, ajuda
no processo de recuperacdo de solos degradados, exemplificando a
recuperacdo de solo férteis, perda de matéria organica e fertilidade do solo
ocasionados pelo o uso de maquinas agricolas, utilizacdo de fertilizantes,
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fungicidas e herbicidas. Atua no aumento da produtividade da cultura, reducéo
da contaminacdo do solo e agua, reduzindo assim o custo de producdo
(FRANCO; FARIA, 1997). No processo de degradacao, apos a remocao de
solo da superficie, a matéria organica ali presente pode causar problemas na
quantidade de agua disponivel, na estruturacdo do solo e, principalmente, na
atividade bioldgica, restringindo a planta aos nutrientes essenciais para seu
desenvolvimento (FRANCO et al., 1995). De acordo com Peoples & Crasweel
(1992), a fixacdo bioldgica de nitrogénio anual € estimada em uma variavel de
139 a 170 x 10° de toneladas por ano, o que é equiparavel ao dobro da fixacéo
quimica.

A nitrogenase é a enzima que tem maior importancia no processo de
fixacdo de nitrogénio (SUR et al, 2010). Essa enzima é composta por duas
proteinas: a proteina dinitrogenase redutase, que apresenta ferro na sua
composicdo, e a dinitrogenase, que apresenta em sua composicdo além de
ferro, também o molibdénio (DEAN; JACOBSEN, 1992; HOWARD: REES,
1996; DIXON; KAHN, 2004). Estes compostos sdo muito sensiveis ao oxigénio,
por causa de seus grupos metdlicos expostos ao solvente. Para cada molécula
de N fixada, a nitrogenase hidrolisa 16 moléculas de ATP (POSTGATE,1982).
Encontra-se organizada no plasmideo ou no cromossomo, variando de acordo
com a espécie bacteriana em estudo e disp6e do gene conhecido como nif ou
fixadores de nitrogénio, 0 mesmo é responsavel pela codificacdo das proteinas
que estdo envolvidas na reducdo do N (SPRENT, 2001).

O primeiro organismo na qual foi encontrada a organizacao desse gene
foi a Klebsiella pneumoniae (ARNOLD et al.,1988 apud SUR, 2010). Além dos
genes nif, nas bactérias que tem capacidade de fazer mutualismo com plantas,
tem sido observado genes, tais como, o fix e 0 nod que codificam proteinas que
indiretamente desempenham funcdo essencial na nodulacdo. Os genes fix
ajudam a identificar genes essenciais para a fixacdo de nitrogénio, que néo
tenha copias idénticas aos genes de K. pneumoniae (FISCHER,1994). O gene
nod é responsavel pela liberacdo de sintese enzimatica que realiza a formacao
do ndédulo (BREWIN,1991; LONG,1996). A expressdo destes genes
bacterianos € regulada pela acdo de isoflavonodides (KOSSLAK et al., 1987;
PERRET et al., 2000).
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O processo de absorcéo e assimilacdo de nitrogénio pela planta ocorre
tanto pelas folhas, como pelas raizes, dependendo da forma de nitrogénio que
lhe € apresentada, seja ela nitrato ou amonio (STITT et al.,2002). A absorgéo
sofre acdo da disponibilidade energética para realizacdo do transporte de ions
pelas membranas da planta. O nitrato, apos efetuar sua entrada nas células
das raizes, pode vir a ser reduzido pela enzima redutase de nitrato em nitrito na
regido do citosol e no plastidio. Posteriormente, o nitrito € convertido pela
enzima redutase de nitrito em amoénio, adicionando o0 nitrogénio aos
aminoacidos por duas enzimas: a glutamato sintase e glutamina sintase,
resultando na formacdo de glutamina, glutamato e alguns aminoéacidos
(ARAGAO et al., 2010). O mecanismo de assimilacéo pela folha é semelhante,
porém existe uma via alternativa que armazena o nitrato por meio de
carreadores especificos no vacuolo para em seguida vir a ser reduzido no

citosol (BREDEMEIER & MUNDSTOCK, 2000).
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3. METODOLOGIA

3.1 Coletas das amostras da rizosfera do meldo

Foram realizadas 3 coletas em 3 meses diferentes, sendo a primeira
coleta realizada no dia 25 de Janeiro, a segunda realizada no dia 04 de marco
e a terceira coleta realizada no dia 05 de abril de 2016. As amostras foram
adquiridas de uma fazenda de meldao na comunidade de Cacimba funda da
cidade de Aracati-CE (Latitude 4°33”5’ S/Longitude 37°48”12’ W).

Todas as amostras procederam-se com o0 auxilio de estilete para
realizar a separacao da rizosfera do caule. O material adquirido foi armazenado
em sacos plasticos e acondicionados em isopor com gelo para realizar o
transporte até o laboratério de Biorreatores, Nanobiotecnologia e Inovacao
(LABIN).

3.2 Isolamento

O processo de isolamento de rizobacterias consistiu em desinfestar
superficialmente as raizes, por meio da imersao em etalnol 70% por 1 minuto,
hipoclorito de sodio 1% por 1 minutos, seguindo-se de 1 minuto em agua
destilada. Esta metodologia de desinfeccéo elimina eficientemente os fungos
contaminantes enquanto mantem altos niveis de bactérias (WILKINSON et al.,
1989).

Para o isolamento de bactérias rizosfericas, as raizes foram colocadas
em um almofariz autoclavado e o tecido radicular macerado em com agua
destilada, onde 5 g foi colocado em tubo falcon e adicionado 25 mL de agua
destilada para centrifugagcédo a 4000 rpm, 25 °C por 10 minutos. Uma aliquota
(100 pL) de cada diluigao foi transferida para os meios Nyda (Tabela 1) e agar
nutriente (tabela 2) com o auxilio da alga de Drigalsky.

Posteriormente, foi feito o esgotamento para fazer o isolamento de

colénias, nos respectivos meios de isolamento.
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TABELA 1. Composicdo de meio Nyda

Reagentes Quantidade
Glicose 10g/L
Extrato de Levedura 5g/L
Agar nutriente 23 g/L
Agua destilada 1.000mL

Fonte: Arquivo Pessoal (2016).

TABELA 2. Composicdo de meio Nutriente

Reagentes Quantidade
Peptona 5g/L
Extrato de carne 3g/L
Agar nutriente 15 g/L
Agua destilada 1.000mL

Fonte: Arquivo Pessoal (2016).

Depois de preparados, ambos meios tiveram pH ajustado para 6,8 e 7,2,
respectivamente (com HCI 1 N ou KOH 1 N) e foram autoclavados (a 121 °C, 1

Kg.cm-2) durante 15 minutos.

3.3 Selecao de bactérias

A selecéo bacteriana foi feita em meio solido livre de nitrogénio (MLN)
(TABELA 3), sem a presenca de extrato de levedura, meio adaptado por
Rennie (1981). Os isolados foram transferidos para placas de Petri contendo 25
mL de MLN e incubados a 28 -30 °C, por 10 dias.

TABELA3. Composicdo de meio livre de nitrogénio

Reagentes Quantidade
Sacarose 5,0 g/L
Manitol 5,0 g/L
Lactato de sodio 0,5 mL
Fosfato de potassio dibasico 0,80 g/L

19



Fosfato de potassio monobasico 0,20 g/L

Sulfato de magnésio 0,20 g/L
Cloreto de célcio 0,06 g/L
Cloreto de sédio 0,10 g/L

Molibdato de sédio 0,002 g/L
Sulfato de zinco 0,00024 g/L
Sulfato de cobre 0,0004 g/L

Sulfato de cobalto 0,01 g/L

Sulfato de manganés 0,003 g/L

Etilenodiaminotetracético sédico- 0,028 g/L
férrico (NaFeEDTA)

Acido Bérico 0,005 g/L

Biotina 0,005 g/L

Acido p-aminobenzéico 0,01 g/L

Agar bacteriolégico 15g/L
Agua destilada 1.000mL

Fonte: Arquivo Pessoal (2016).

3.4 Reducdao de Nitrato
Para a realizacdo das andlises de reducdo de nitrato, as bactérias foram
cultivadas em 0,5 mL de caldo nitrato em tubo de ensaio a 28-30 °C, por 24
horas. Apds o tempo de cultivo foram adicionados 10 uL do reagente A (N-N-
Dimetil-a-Naftalamina) e 10 yL do reagente B (Acido Sulfanilico 0,8%). Os
tubos foram agitados e considerou-se resultado positivo 0s tubos que
apresentaram coloracdo vermelha. Nos tubos com resultado negativo, foi
adicionado zinco metélico e o desenvolvimento da coloracdo vermelha
confirmava a presenca de nitrato. Nos tubos que permaneceram com a cor
inalterada, confirmava a reducdo de nitrato em outros produtos volateis,

confirmando um resultado positivo.
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3.5 Coloracao de Gram

A coloracdo de Gram foi realizada com os 40 isolados, anteriormente
citados. Em laminas foram feitos os esfregacos individuais de cada amostra,
estas foram coradas através da adicao de cristal violeta por 60 segundos e em
seguida lavou-se as laminas com agua destilada. Posteriormente, as laminas
forma cobertas com Lugol, por um periodo de 60 segundos lavando-se com
agua destilada. As laminas foram entdo descoradas com etanol-acetona 1:1
(viv) até eliminacdo da coloracdo (por 20 segundos aproximadamente) e
novamente lavou-se com agua destilada. E por fim, adicionou-se safranina por
60 segundos com nova lavagem das laminas em agua destilada (BRASIL,
Ministério da Saude, 2001). Apdés a secagem das laminas observou-se a
morfologia das colénias em um microscopio 6ptico utilizando aumento de 40 e
100x. (Tabela 6).
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4.Resultados e Discusséo
4.1 Coletas das amostras e isolamento primario

A metodologia empregada na coleta foi satisfatoria para a selecéo
primaria dos materiais que originaram os isolados de bactérias fixadoras de
nitrogénio a partir da rizosfera da planta. Segundo Wilkinson et al., 1989, essa
metodologia adotada elimina eficientemente os fungos contaminantes enquanto
mantem os altos niveis de bactérias.

O meio Nyda e o Meio nutriente utilizados na etapa inicial do isolamento
possibilitou a obtencdo de 62 linhagens. Os resultados encontrados nessa
pesquisa sao semelhantes aos resultados encontrados por Pais et al., 2016,
onde para a obtencdo de seus isolados no Meio Nyda, conseguiu realizar o
isolamento de 44 bactérias em uma proporcdo de 1:2 (rizosfera e agua
destilada) na cultura da melancia (Citrullus lanatus), enquanto na cultura do
meldo a proporcdo foi de 1:5 (rizosfera e 4gua destilada), resultando assim
numa metodologia alternativa, pois conseguiu-se mais isolados de bactérias
em uma forma menos concentrada.

A utilizacdo dos meios semi-seletivos, Nyda e Agar Nutriente utilizados
nessa pesquisa € vantajoso para o isolamento de bactérias provenientes da
rizosfera e do solo, alguns conseguem até ser tao significativo quanto uma
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (WANG et al., 1999), porém a
colonizacdo da microbiota sofre inUmeras interferéncias devido a diversos
fatores bioticos e abidticos, nutrientes inorganicos, temperatura, pH e o tipo de
solo (BAIS et al., 2004; KAMILOVA et al., 2006; SOLANO et al., 2008).

Os meios semi-seletivos utilizados apesar de ndo serem indicados para
realizar os isolamentos de bactérias diazotréficos apresentaram um
crescimento bacteriano rapido possibilitando uma pré-selecdo dirigida,
resultando um resultado satisfatério. Segundo Amann et al., 1990, os meios de
cultura ndo fazem a representagédo real da quantidade de microrganismos
existente no meio ambiente, ja que somente 1% deles pode ser cultivado pelos
meétodos tradicionais em laboratério. Entretanto, apesar dessa limitacdo, os
mesmos nao deixam de fornecer informacdes sobre a comunidade microbiana

presente no solo.

22



4.2 Selecao de bactérias

O método de selecao das bactérias fixadoras de nitrogénio foi avaliado
mediante a utilizagdo do MLN, meio este que garante o crescimento de
microrganismos com exigéncias variadas (RENNIE,1981). A selecao utilizou as
62 linhagens provenientes do isolamento primario, onde obteve um resultado
confirmatdrio da capacidade de fixacdo biolégica de nitrogénio através do
crescimento de 40 linhagens, (FIGURA 1) as mesmas tiveram que desenvolver
o mecanismo de fixacdo de N, atmosférico para suprir as suas exigéncias. 1sso
representa 64,51% do total das bactérias isolada (TABELA 4). Apesar do
crescimento das bactérias no MLN ter sido considerado um bom indicador da
capacidade de fixacdo de nitrogénio, é necessario a realizacdo de testes mais
especificos com o intuito de confirmar de fato um potencial fornecimento de
nitrogénio a partir do isolado. De acordo com Siqueira et al. 1999, o processo
de fixagdo de nitrogénio em potencial, depende fortemente da interacdo das
bactérias com a planta, dos fatores bidticos e abibticos e da competitividade

com o restante da microbiota que esta presente no local de coleta.

FIGURA 1. Crescimento de bactérias fixadoras de nitrogénio (seta) em meio

livre de nitrogénio.
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TABELA 4. Deteccdo de crescimento de bactérias fixadoras de nitrogénio

isoladas da rizosfera do melao (Cucumis melo) em meio MLN

Isolado Crescimento  Isolado Crescimento
SBO1 - SB32 +
SB02 + SB33 +
SBO3 - SB34 +
SB04 + SB35 +
SB05 - SB36 +
SBO6 - SB37 -
SBO7 - SB38 +
SB08 + SB39 +
SB09 + SB40 -
SB10 + SB41 +
SB11 + SB42 -
SB12 - SB43 +
SB13 + SB44 -
SB14 + SB45 -
SB15 - SB46 +
SB16 + SB47 -
SB17 - SB48 +
SB18 + SB49 -
SB19 + SB50 -
SB20 + SB51 +
SB21 + SB52 +
SB22 + SB53 -
SB23 - SB54 +
SB24 + SB55 +
SB25 + SB56 -
SB26 + SB57 +
SB27 + SB58 +
SB28 + SB59 -
SB29 + SB60 +
SB30 + SB61 +
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SB31 - SB62 -

Fonte: Arquivo Pessoal (2016).
+ Capacidade de crescimento em meio MLN

- Incapacidade de crescimento em meio MLN

4.3 Reducdo de nitrato

A determinagcdo da capacidade de reducdo do nitrato foi verificada pela
reacdo da oxidacdo do meio de cultura com a adicdo do reagente A mais o
reagente B alterando a coloracdo do meio (FIGURA 2). A reducéo do nitrato em
caldo de nitrato foi observada em 30,95% dos isolados bacterianos, ou seja, 0s
isolados apresentam a enzima redutase de nitrato. Estudos realizados por
Harish et al., 2008, exibiu também a presenca da enzima redutase de nitrato
em seus isolados testados em bananeiras. Apenas 2,39 % corresponde ao total
dos meios que apds a adicdo de zinco metalico teve alteracdo de cor, exibindo
a reducdo de nitrato para nitrito (TABELA 5). Os 66,66% dos isolados
bacterianos restantes mesmo com a adicdo de zinco metalico ndo dispds de
alteracéo de cor, confirmando a reducéo de nitrato em outros produtos volateis
como o6xido nitroso ou N, (FIGURA 3), o que também nao isenta a capacidade
de serem uma alternativa promissora como um bioinoculante, ja que devido o
nitrato ser fracamente ligado a matéria organica e possuir ions com
solubilidade elevada, podem levar a contaminacdo de corpo hidricos devido &

lixiviagdo ocasionada pelas aguas das chuvas (MEURER, 2004).

TABELA 5. Deteccdo da reducdo de nitrato das bactérias fixadoras de

nitrogénio
Isolado A+B Zn Isolado A+B Zn
SB02 + - SB30 + -
SB04 + - SB32 + -
SB08 + - SB33 - -
SB09 + - SB34 - -
SB10 - - SB35 - -
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SB11
SB13
SB14
SB16
SB18
SB19
SB20
SB21
SB22
SB24
SB25
SB26
SB27
SB28
SB29

+ + + +

+

SB36
SB38
SB39
SB41
SB43
SB46
SB48
SB51
SB52
SB54
SB55
SB57
SB58
SB60
SB61

Fonte: Arquivo Pessoal (2016).
+ Reducdao para nitrato
- Sem alteracao de cor

x Reducédo de nitrato para nitrito
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FIGURA 2. Teste de reducdo de nitrato de bactérias fixadoras de
nitrogénio (seta) em caldo nitrato com alteracéo de coloracao.
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FIGURA 3. Teste de reducédo de nitrato de bactérias fixadoras de
nitrogénio (seta) em caldo nitrato sem alteragdo da coloracdo apods
adicao de zinco metalico.
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4.4 Teste morfologico da parede celular

O teste morfologico da parede celular realizado nos 40 isolados (TABELA
6) das bactérias fixadoras de nitrogénio, apontou como resultado que 72,5%
das bactérias sdo Gram-negativas (FIGURA 4) e 27,5% sdo Gram-positivas
(FIGURA 5). Estudos realizados com Silva e Nahas (2002) em feijao,
apresentaram 5,3% de bactérias Gram-negativas e 76,3 % de bactérias Gram-
positivas. Entretanto, em um estudo realizado com trigo por Rouatt e

Katznelson, apresentou mais bactérias Gram-negativas do que Gram positiva.

FIGURA 4. Bactéria Gram-Positiva.
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FIGURA 5. Bactéria Gram-Negativa.

TABELA 6. Coloracdo de GRAM realizada em bactérias fixadoras de

nitrogénio
Isolado GRAM Isolado GRAM
SBO02 + SB30 -
SB04 - SB32 -
SBO08 - SB33 +
SB09 - SB34 +
SB10 - SB35 +
SB11 + SB36 +
SB13 - SB38 -
SB14 - SB39 -
SB16 + SB41 +
SB18 - SB43 +
SB19 - SB46 +
SB20 - SB48 -
SB21 - SB51 -
SB22 - SB52 -
SB24 - SB54 -
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SB25 -
SB26 -
SB27 -
SB28 -
SB29 -

SB55
SB57
SB58
SB60
SB61

Fonte: Arquivo Pessoal (2016).
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5. CONCLUSAO

Este estudo constata que 40 isolados de um total de 62 provenientes da
rizosfera do meldo fixam nitrogénio, devido o potencial do semiarido € preciso
realizar experimentos mais aprofundados que poderdo indicar melhores
linhagens para a fixagdo de nitrogénio em meldo. E acordo com os testes
morfoldgicos da parede celular, 72,5 % sao bactérias Gram negativas.

Portanto, esse trabalho revelou que de acordo com a sua potencial

capacidade de fixar nitrogénio, serve para o uso agricola como bioinoculante.
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