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QUANTIFICAGCAO E ISOLAMENTO DE BACTERIAS DIAZOTROFICAS
ASSOCIADAS A COQUEIRO {Cocos nuciferal.)

Marcelo Ferreira Fernandes!
Roberta Pereira Miranga Fernandes?

Embora as bactérias dos géneros Rhizobium e Bradyrhizobium sejam as de
maior importdncia econfmica na agricultura, diversas outras bactérias fixadoras de
nitrogénio atmosférico tédm sido relatadas.

Essas bacteérias ndo formam simbiocses especializadas como as observadas
entre os rizébios e diversas leguminosas, mas podem ser encontradas livremente no
solo ou estabelecendo relacdes denominadas associativas com diversas plantas néo-
leguminosas. Essas bactérias, denominadas diazotréficas, ja foram encontradas em
associacdo com cana-de-acucar, cereais (trigo, arroz, milho), fruteiras, palmeiras, etc.

O isolamento, a identificacio e a selecSo de bactérias fixadoras do
nitrogénio séo de grande importancia, j&4 que a obtencio de sistemas simbidticos de
alta eficiéncia pode representar uma grande economia de adubos minerais
nitrogenados e reduzir os riscos de contaminacso ambiental por esses fertilizantes.

O presente estudo tem como objetivo avaliar a presenca dessas bactérias
em coqueiros, bem como sua quantificacso, isolamento e caracterizacbes
morfolégica, cultural e bioguimica e quanto & capacidade de fixacdo de nitrogénio.

Foram coletadas amostras de folha, raizes e solo rizosférico de coqueiros
hibridos PB121 (an&o-amarelo-da-maldsia x gigante-do-oeste-africano - Goa), com 15
anos de idade, em Aracaju-SE.

Uma parte das amostras de folhas e raizes foram desinfectadas
superficialmente, procedendo-se para isso, uma limpeza da superficie foliar com
algoddo embebido em alcool 70% e a imerséo sequenciada das raizes em solucdes de
cloramina-T (1%, 1h), agua destilada (20min), tampao fosfato (0.56M, 20min) e dgua
destilada (20min). A outra parte das folhas n&o foi submetida a limpeza com ¢ alcool,
e a de raizes ficou submersa em dgua destilada por um periode equivalente ao
necessdrio para o procedimento completo de desinfeccdo das ralzes descrito acima
(2h). Essa desinfeccdo de folhas e raizes permite determinar se os microrganismos
isolados estéo localizados superficialmente ou no interior desses érgios.
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Em seguida, procedeu-se a remoc&o do excesso de dgua utilizando-se
papel absorvente. Pesaram-se 20g de folha e 15g de raizes provenientes de cada
tratamento (com e sem desinfecgdo). Cada um desses materiais foi triturado em
liguidificador, por § minutos, em 150ml de solugéo salina (0.9%, NaCl).

Os extratos obtidos foram diluidos 10% 10° e 10° vezes, em solucdo salina.

Trés frascos de 10 ml, contendo §ml de cada um dos seguintes meios semi-solidos:

" LG (para isolamento de Azotobscter e Azomonas spp), NFb (para Azospiriliurm), JNFb

{para Herbaspirillum spp.) e LGI-P {para Acetobacter diazotrophicus) foram inoculados
com 0,1 mi de cada uma das diluicbes dos diferentes extratos obtidos.

Os frascos fecram incubados por sete dias, em temperatura ambiente {minima
de 27°C e maxima de 31°C). Apds este periodo foram feitas observacdes da
formag8o da pelicula caracteristica do crescimento de bactérias diazotroficas, nos
meios semi-soélidos.

Cada frasco que apresentou esta pelicula foi considerado como positivo para a
determinac&co do numero mais provavel de dlazotréf:cos por grama do material
vegetal a partir do qual foram obtidos.

Os resultados do numero mais provével para o solo e para os orgios da planta,
subrnetidos ou n&o a desinfeccdo superficial, encontram-se na Tabela 1.

TABELA 1. Nomero mais provével de diazotréficos por grama de folha e raizes de
coqueiro, submetidas ou n&o a desinfecc¢io superficial, e por grama de
solo rizosférico desta planta, nos diferentes meios seletivos usados.

u i
4.7x10°

Meioc NFb 1.5x10° 1.0x10° 2.0x10°
Meio JNFb - 2.2x10% 2.7x10° 9.3x10%
Meio LGI-P 7.0x10% 1.3x10° 1.3x103

Apos quantificac8o, procedeu-se & repicagem das bactérias dos tubos
positivos para novos frascos contendo ¢ mesmo meio de cultura a partir do qual
essas foram repicadas. Esta operacdo foi repetida mais duas vezes, excluindo-se
sempre os frascos que n&o apresentaram a pelicula caracteristica. Apds esta série de
transfer&ncias, realizou-se a riscagem das culturas em meio de cultura batata
dextrose agar (BDA) sdélido com o objetivo de isclar as bactérias existentes em cada
frasco. Apods este isolamento, trés coldnias morfologicamente distintas, de cada
placa, foram repicadas para novos frascos contendo © mesmo meic semi-sélido do
qual estas foram provenientes.

Apods 7 dias de incubatgédo, procedeu-se nhovamente o descarte dos frascos sem
pelicula dos diazotréficos, obtendo-se, nesta fase, 58 isolados de bactérias
diazotréficas do cogueiro. A distribuic8o desses isolados, de acordo com a origem, o
tratamento de desinfeccio e © meio de cultivo, encontram-se na Tabela 2.
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TABELA 2. Ndmero de isolados de diazotréficos obtidos até o momento, de
acordo com a origem de isolamento, com o tratamento de
desinfec¢do superficial e meio seletivo utilizado para o isolamento.

Meio NFb
Meio JNFb
Meio LGI-P

o| w| p| ks

Esses isolados foram caracterizados quanto & capacidade de alterar o pH do
meio de cultura, observando-se a modificac8o causada pelo crescimento desses
isolados na coloracdo dos meios. As porcentagens de diazotréficos acidificantes,
alcalinizantes e que néc madificaram o pH, dentro de cada um dos tratamentos
encontram-se na Tabela 3.

TABELA 3. Porcentagens dos diazotréficos isolados que resultaram em
acidificacdo. alcalinizac%io ou que n&oc alteraram o pH do meio de
cultura, de acordo com a corigem de isolamento. com o tratamento
‘de desinfeccado superficial e meio seletivo utilizado para o
isolamento. O primeiro namero indica a porcentagem de
diazotréficos acidificantes, o segundo, a de alcalinizantes e o
terceiro, a dos que nio alteraram o pH.

Meio LG 100-0-0 100-0-0

Meio NFb 0-100-0 0-100-0 0-100-0

Meio JNFb 0-0-100 0-66-33 0-100-0
Meio LGI-P - - - 0-100-0 -

Esses isolados serfo avaliados quanto & capacidade de fixacdo biologica do
nitrogénio utilizando-se a técnica de redugéo do acetilieno, por meio de cromatografia
gasosa. ApoOs esta avaliacdo, os isolados que apresentaram maior eficiéncia de
fixagclo biolégica ser8o caracterizados morfoldgica e bioquimicamente, de forma a
serem obtidas informacGes que suxiliem na identificacSo das espécies de
diazotréficos isoladas.
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