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Resumo

A Caatinga € um bioma com alto grau de endemismo, tipico do Semiarido do Nordeste brasileiro, e enfrenta
problemas de salinidade, principalmente nas areas com agricultura irrigada. A fixa¢&o bioldgica de
nitrogénio (FBN) é o principal processo responsavel pela entrada de nitrogénio de forma assimilavel pelas
plantas nos ecossistemas. Neste contexto, este trabalho teve como objetivo selecionar bactérias fixadoras
de nitrogénio, isoladas de plantas da Caatinga, e avaliar a influéncia da salinidade sobre esse processo. As
bactérias foram inoculadas em meio semisdlido NFb, livre de nitrogénio, e para avaliagdo da salinidade
sobre a FBN foram inoculadas em NFb com o acréscimo de 0,01%; 0,1%; 1%; 2,5%; e 5% de NacCl. Foi
observado que 65% das bactérias foram capazes de fixar nitrogénio in vitro, apresentando maior frequéncia
entre as linhagens isoladas da raiz. A estimativa da distancia entre o halo de crescimento e a superficie do
meio apresentou diferencas entre as bactérias, podendo-se inferir diferencas de tolerancia ao oxigénio.
Quanto a influéncia da salinidade sobre a FBN, foi observado que a concentracdo de 5% inibiu a FBN em
todas as linhagens avaliadas. Além disso, as bactérias apresentaram diferentes limites de tolerancia quanto

a capacidade de fixar nitrogénio in vitro.
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Introducao

Apesar do nitrogénio (N,) ser encontrado em grandes quantidades na atmosfera, essa forma néo esta
disponivel as plantas. Dentre os processos capazes de transformar N, em forma assimilavel as plantas, esta
a fixagao bioldgica de nitrogénio (FBN), que pode ser realizada por micro-organismos que possuem o
complexo enzimatico da nitrogenase (BODDEY et al., 2007).

A FBN transforma o nitrogénio atmosférico indisponivel as plantas em formas amoniacais (NH3), e contribui
com o "input" de nitrogénio de forma significativa, mais que processos nao biolégicos (FERNADES-JUNIOR,;

REIS 2008). Dentre as bactérias que realizam a FBN existem aquelas que toleram elevados teores de sais

! Estudante de Agronomia, Universidade Federal Rural de Pernambuco, Unidade Académica de Garanhuns (UAG), Garanhuns, PE,
luanalirac@gmail.com.

% Mestranda em Produc&o Agricola, Universidade Federal Rural de Pernambuco, Unidade Académica de Garanhuns (UAG),
Garanhuns, PE.

% Mestranda em Ciéncias do Solo, Universidade Federal Rural de Pernambuco, Unidade Académica de Garanhuns (UAG), Garanhuns,
PE.

* Pesquisador da Embrapa Meio Ambiente, Jaguariina, SP.

® Professora Adjunta, Universidade Federal Rural de Pernambuco, Unidade Académica de Garanhuns, LGBM/UAG, Garanhuns, PE.



Bactérias Associadas a Plantas do Bioma Caatinga: Fixagcao de Nitrogénio X Salinidade.

nos solos, ou seja, 0s micro-organismos halotolerantes. Essas bactérias se desenvolvem em meio contendo
de 2% a 5% de sais, ou mais, € 0s micro-organismos halofitos (Archea) sédo os que requerem no minimo 9%
de sais, sendo dependentes de sal (SANTOS, 2010).

Sabe-se que a salinidade constitui um dos problemas a ser enfrentado, principalmente em areas irrigadas
do Semiarido, pela alta taxa de evaporagédo e consequente concentragao de sais que, dependendo da

densidade, podem interferir no desenvolvimento vegetal (SOUSA et al., 2000).

Segundo Sousa et al. (2000), o problema da salinizacéo do solo é mais frequente em areas de clima seco
guente, resultando em altas taxas de evapotranspiracao, condicfes que caracterizam muitas areas do
Nordeste brasileiro, em terras cobertas pela Caatinga, e em especial no Semiarido, onde se encontra

grande area de cultivo com a utilizacédo da irrigacao.

Santos (2010) relata que os isolados bacterianos nativos que expressem a capacidade de fixacdo de
nitrogénio séo potenciais candidatos a promover o crescimento vegetal, e a utilizacdo desses
micro-organismos para melhorar o uso de solos de &reas afetadas pela salinidade, podem, portanto,
contribuir para o desenvolvimento agricola e remediacdo dessas areas. Neste contexto, o presente trabalho
teve como obijetivo selecionar bactérias fixadoras de nitrogénio isoladas de plantas da Caatinga e avaliar a

influéncia da salinidade sobre esse processo.

Diversos trabalhos tém apresentado a tolerancia de crescimento a altas concentra¢des de sal por bactérias
associadas as plantas (NOBREGA et al., 2004; MEDEIROS et al., 2007), mas pouco se tem relatado sobre
a influéncia da salinidade em relacdo as caracteristicas expressas por bactérias, como a fixacdo de

nitrogénio.

Material e Métodos

As bactérias utilizadas foram isoladas da raiz e rizosfera de plantas da Caatinga, de cinco familias botanicas
Anacardiaceae (Myracrodrun urundeuva), Apocynaceae (Aspidosperma pyrifolium), Caesalpinaceae
(Caesalpinia pyramidalis), Cobretacea (espécie vegetal ndo identificada) e Rhamnaceae (Ziziphus joazeiro),
em meio de cultura acrescido de 5% de NaCl, sendo pertencentes a cole¢édo de culturas microbianas do
Laboratério de Genética e Biotecnologia Microbiana, da Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UAG/UFRPE).

Para a selecéo de bactérias capazes de fixar nitrogénio in vitro, as linhagens bacterianas foram inoculadas
em meio semissalido NFb, livre de nitrogénio (DOBEREINER et al., 1995), incubadas a 28 °C durante 8
dias, por duas vezes consecutivas. A forma¢&o de um halo de crescimento bacteriano de cor clara dentro do
meio foi utilizada como indicativo da fixacao bioldgica. Para avaliar se estas linhagens demonstravam
diferencas quanto ao comportamento em meio NFb, mediu-se a distancia do halo a superficie do meio, e as

bactérias classificadas em trés grupos: G1 (Halo<0,3 cm); G2 ( 0,3< Halo<0,49 cm); e G3 (H>0,5 cm).

Para a avaliacao da salinidade sobre o processo de FBN in vitro foi realizado o mesmo processo acima
descrito para algumas bactérias identificadas como diazotréficas. Contudo, houve o acréscimo de diferentes
concentracdes de NaCl ao meio NFb: 0,01%; 0,1%; 1%; 2,5%; e 5%.
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Resultados e Discussao

Foram avaliadas 129 linhagens bacterianas isoladas da raiz e rizosfera de plantas da Caatinga. Destas,
65% apresentaram a capacidade de fixar nitrogénio in vitro. Considerando-se o nicho das quais as bactérias
foram isoladas, foi possivel observar que a raiz (endofiticamente) apresentou maior frequéncia de bactérias
diazotroficas (58%) em relacdo as bactérias isoladas da rizosfera (55,7%). As bactérias endofiticas, em
varios casos avaliados, podem iniciar sua interagdo com a planta hospedeira por meio da colonizacédo da
rizosfera e penetram no interior do vegetal por meio dos espacos intercelulares formados durante o
crescimento da raiz ou na emissédo de raizes secundarias (COMPANT et al., 2009). Segundo Oliveira et al.
(2003), a capacidade de colonizacédo desses micro-organismos, em tecidos endofiticos, apresenta-se
relacionada a diversos fatores, sendo o principal a interagdo com o gendtipo do vegetal e do micro-
organismo. Assim, por ter uma relagdo mais especifica com a planta hospedeira, € esperado que se

encontre com maior frequéncia bactérias fixadoras de nitrogénio nas raizes.

Teixeira (1997) afirma que a concentracao de oxigénio € desfavoravel a atividade da nitrogenase, complexo
enziméatico responsével pela fixacdo bioldgica de nitrogénio. Logo, a medi¢do da distancia do halo de
crescimento bacteriano em relacéo a superficie do meio, foi realizada, neste trabalho, para classificar as
bactérias quanto a capacidade de suportar diferentes tensdes de oxigénio, uma vez que o meio utilizado no
experimento foi um meio de cultura semissdlido, podendo se verificar diferengas fenotipicas na capacidade
de fixar nitrogénio. Foi observada maior frequéncia de linhagens classificadas como G2 (0,3< Halo<0,49
cm), oriundas dos dois nichos avaliados, mostrando que as bactérias associadas a plantas da Caatinga
podem fixar nitrogénio sob diferentes tensdes de oxigénio (Figura 1).
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Figura 1. Frequencia relativa (%) de bactérias fixadoras de nitrogénio, isoladas da raiz e rizosfera de plantas da
Caatinga, segundo a profundidade do halo de crescimento em relacéo a superficie do meio de cultura.
Classificadas em grupos: G1 (Halo<0,3 cm); G2( 0,3< Halo<0,49 cm), e G3 (H>0,5 cm).

Quanto a influéncia da salinidade sobre a capacidade de fixagdo de nitrogénio in vitro, foram avaliadas seis
linhagens bacterianas em diferentes concentracdes de NaCl. Foi observado que nenhuma das bactérias foi
capaz de fixar nitrogénio na presenca de 5% de NaCl, in vitro. Além disso, trés bactérias foram capazes de
fixar nitrogénio em meio com 2,5% de sal e as outras trés bactérias foram menos tolerantes, sendo capazes

de fixar nitrogénio apenas até a concentracdo de 1% de NaCl (Tabela 1), revelando que bactérias
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associadas a plantas da Caatinga capazes de fixar nitrogénio in vitro, apresentam diferentes limites de

tolerancia na expresséao desta caracteristica.

Tabela 1. Bactérias fixadoras de nitrogénio, isoladas da raiz e rizosfera de plantas da Caatinga, em meio de

cultura NFb com diferentes concentrac@es de NaCl. (+: crescimento; -: ndo crescimento).

NaCl (%) UAGCa2 UAGCa3 UAGCa7 UAGCal7 UAGCa51 UAGCal04
+ + + + +
0,01 +

+ + + + + +

0,1
+ + + + + +

1,0
+ +

2,5 - - + -

5,0 ) ) ] ] ) ]

Conclusoes

Bactérias associadas a plantas da Caatinga apresentam a capacidade de fixar nitrogénio in vitro.

Altas concentrag8es de NaCl influencia negativamente a capacidade de fixag&o de nitrogénio in vitro por

bactérias diazotroficas associadas a plantas da Caatinga.
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