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Caracterizacao Fisiologica de Bactérias Diazotroficas a

partir de Ensaios com Uso de Fontes de Carbono

Vera Licia Divan Baldani !

1. OBJETIVO

Quantificar as bactérias diazotroficas presentes em amostras de tecido vegetal

do solo de acordo com a sua fisiologia

2. MATERIAL NECESSARIO

2.1 Reagentes, Solugdes e Meios de Cultura

Reagentes (ver Manual de Solucbes e Reagentes — Embrapa CNPAB,
documento 86);
Meios de Cultura (ver Protocolos para Preparo de Meios de Cultura da

Embrapa Agrobiologia — Embrapa CNPAB, documento 110).

2.2 Equipamentos e Vidraria

Camara de crescimento;
Pipetador automatico;
Tubos com vol. de 25 ml;

Vidros de penicilina com volume variado de 10 a 15 ml.
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3. PROCEDIMENTO

Crescer isolados num meio de cultura rico (consulte seu orientador) qualquer
durante 48 hs. Este sera o pré-inoculo.

Escolher o meio minimo o qual se isolou a bactéria utilizando apenas os sais
do meio.

Dissolver a fonte de carbono em tampéo fosfato 0,5M e adicionar,
posteriormente (apds a autoclavagem do meio) por filtracdo. Pode-se utilizar em
preparacgdes liquidas ou semi-sélidas.

No caso do uso de meio liquido é preciso usar uma fonte de N que pode ser o
cloreto de amdnio (1g/l) ou sulfato de aménio (1 mM ).

A inoculacdo se procede pela transferéncia das células através do uso de
pipetador automatico. No caso do meio liquido é necessario o ajuste da densidade
Otica inicial.

Apéds o tempo que pode variar, dependendo da bactéria testada, é so fazer a
medida do crescimento: densidade 6tica a 560 nm para meio liquido e presenca de

pelicula para semi-sélido ou mesmo reducao de acetileno.
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