| COMGRESS0 INTER A DI AL DA
DIYERSIMADE DO SEwIARIDD

v 1CONIDIS

ISOLAMENTO DE BACTERIAS ASSOCIADAS A RIZOSFERA DO CEREUS
JAMACARU

Rodolpho Stephan Santos Braga (1); Thereza Marinho Lopes de Oliveira (1); Maria Jose de Britto

Costa Fernandes (2).

(1) Universidade Federal do Rio Grande do Norte. rodolpho.stephan@gmail.com
(1) Universidade Federal do Rio Grande do Norte. thereza_marinhol@hotmail.com

(2) Universidade Federal do Rio Grande do Norte. majofernandes@gmail.com
Introducao

A maior parte em que o semiarido abrange é coberta pelo Bioma Caatinga, que possui
temperatura média anual elevada e baixo indice pluviométrico que varia entre 250 e 800 mm
(MAIA, 2004). Perfazendo uma area com mais de 800.000 Km?, correspondendo a quase 10% do
territorio nacional e 70% do nordestino (IBGE, 2012).

Esse bioma apresenta uma rica biodiversidade, uma alta variedade de espécies endémicas,
heterogeneidade, assim como espécies com alta adaptacdo a deficiéncia hidrica, porém dentre os
biomas brasileiros, a caatinga é um dos mais degradados decorrente de atividades antrépicas.
Entendemos que apesar de existir pouco conhecimento cientifico sobre o seu potencial
biotecnoldgico, nestas condi¢cdes extremas, ha a hipdtese de que 0s microrganismos dessa regido
desenvolveram mecanismos de adaptacdo para sobrevivéncia as condi¢fes adversas assim como as
plantas existentes neste bioma (GIULIETTI, 2004; FERREIRA, 2012).

Conforme Melo (2000) a rizosfera pode ser definida como a regido do solo que €
influenciada pela raiz da planta, com um ambiente rico em nutrientes e consequentemente em
microrganismos, estes microrganismos residentes na rizosfera podem beneficiar ou prejudicar a
planta e assim influenciar diretamente o desenvolvimento dos mesmos.

O solo é o principal reservatério de agentes microbianos de controle bioldgico, sendo o solo
rizosférico preferido para isolamento de bactérias colonizadoras de raizes. E dentre essas bactérias
encontram-se dois grupos que possuem razoavel eficiéncia no controle, o primeiro € da familia
Pseudomonadaceae, onde se destaca o género Pseudomonas, e o segundo da familia Bacillaceae,

que sdo bactérias com capacidade de esporular, onde se destaca o género Bacillus.
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Algumas espécies do género Pseudomonas sdo capazes de liberar fitorménios como o &cido
indolacético (AIlA), giberelinas ou citocininas na rizosfera de plantas, exercendo um efeito
estimulador do crescimento da planta (LUGTENBERG, 2009).

Dentre as cactaceas, encontra-se 0 Cereus jamacaru (mandacaru), uma das plantas mais
caracteristicas do semiarido nordestino. De porte arbdreo, tronco muito grosso e ramificado, coberto
de espinhos e fornecendo madeira de até 30 centimetros de largura (Lima, 1989).

Dessa forma, este trabalho, teve como objetivo realizar o isolamento de bactérias

rizosféricas presente no mandacaru, dando énfase as espécies dos géneros Pseudomonas e Bacillus.
Metodologia

Para realizar o isolamento das bactérias foi utilizada uma amostra de solo da rizosfera do
Cereus jamacaru (mandacaru), coletada no campus central da Universidade Federal do Rio Grande
do Norte, em seguida transportada ao Laboratério de Bacteriologia do Departamento de
Microbiologia e Parasitologia (LABMED) — UFRN. A metodologia deste trabalho foi baseada e
adaptada dos trabalhos de Melo et al. (2000). Para isso, um frasco de vidro cor ambar estéril e
ferramentas esterilizadas, foram utilizadas para abrir um buraco no solo ao redor da planta e
assepticamente, remover o solo a uma distancia de aproximadamente 1cm da raiz. As amostras de
solo foram entdo pesadas e 10g da amostra foi diluida em 90 mL de solugdo salina estéril (0,859
NaCl; 100mL H.0), a qual foi em seguida agitada por 15 minutos. Apo0s a agitacdo foram
realizadas dilui¢bes decimais seriadas da amostra, onde 1,0 mL da solucdo inicial foi inoculada em
tubos de ensaio contendo 9,0 mL de solucéo salina até a diluigdo 10, fazendo agitacdo no Vortex
de 30 segundos antes de realizar a proxima diluicéo.

A partir de 100 pL das dilui¢des 107 e 10°, adaptado de Aradjo (2013), e através da técnica
de Spread-Plate (plagueamento por espalhamento), foram semeadas em dois diferentes meios de
cultura solidos: Agar Nutriente (Peptona de Gelatina 5,0g/L; Extrato de Carne 3,0g/L; Agar
15,0g/L) e o Agar Cetrimide (Extrato Pancreatico de Gelatina 20,00g/L; Cloreto de Magnésio
1,40g/L; Sulfato de Potassio 10,00g/L; Cetrimida 0,30g/L; Agar 15,00g/L). Dessa forma, o
plagqueamento foi realizado em duplicata e as placas foram incubadas em estufas a 30°C e 37°C, e as
leituras realizadas em dois (2) e até seis (6) dias.

As placas que apresentaram crescimento no segundo dia, foi realizada a contagem das

coldnias e verificada o seu tipo morfoldgico, as que sO apresentaram crescimento com seis dias
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procedeu-se da mesma forma. As colbnias que cresceram em AC, com morfologia semelhante ao
género Pseudomonas foi realizada a prova da oxidase. A determinacdo da oxidase é um teste
diferencial importante na identificacdo da familia Pseudomonacea, pois apresentam oxidase
positiva. Todas as colonias foram selecionadas, purificadas e feita a coloracdo de Gram, sendo em
seguida estocadas em meio de AN em tubo inclinado para posterior identificagdo e analise da

atividade antimicrobiana.

Resultados e Discussao

Tabela 1. Densidade populacional de bactérias associadas a rizosfera da espécie mandacaru
(Cereus jamacaru), nos meios AN e AC em diferentes dilui¢Ges e temperaturas, com dois (2) e

seis (6) dias.
Diluic6es Dias Meios de cultura Temperatura Densidade populacional
oCc UFClg

103 2 AN 37 1,9x10°
103 2 AC 30 6,0 x 10°
103 2 AN 30 6,0 x 10*
1073 6 AC 37 9,0 x 10*
10° 6 AC 30 8,0 x 10°
10° 6 AN 37 5,0 x 106
10° 6 AC 37 1,3 x 10’
10° 6 AN 30 SIC

AN = Agar Nutriente AC = Agar Cetrimide  S/C = sem crescimento

A quantificacdo das bactérias no AN e no meio AC, contidas na amostra de solo rizosférico
coletada da espécie mandacaru, estdo apresentadas na Figura 1. O nimero de unidades formadoras
de colonias (UFC) de bactérias no AC e no meio AN, foi de 1,3 x 10" UFC/g a 8,0 x 10® UFC/g e
1,9 x 10° a 5,0 x 10° respectivamente. Observamos que a densidade populacional foi mais elevada

no meio AC, nas duas temperaturas e em ambas as dilui¢des, em comparagdo ao meio AN, com
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dois e seis dias de incubacdo, apesar do AC ser um meio seletivo para o género Pseudomonas,
mostrando talvez uma predominancia dessa espécie na rizosfera. Enquanto AC mostrou melhor

crescimento a 30°C no AN a melhor temperatura de crescimento foi 37°C.

Avaliando o efeito das condi¢cGes ambientais sobre popula¢6es microbianas, verificaram que
na rizosfera, de modo geral, encontram-se maiores nimeros de UFC/g de solo das populacGes
microbianas, comparando-se com o solo ndo rizosférico, em amostras coletadas no Cerrado com
vegetacdo nativa. A variacdo foi atribuida a condicdes climatica, principalmente a distribuicéo
desuniforme das chuvas. Essa desuniformidade da distribuicdo pluviométrica é, também, uma
caracteristica do Bioma Caatinga, portanto, a populacdo microbiana pode sofrer influéncia do

regime hidrico dessa regiao.

Na Tabela 2, podemos observar o aspecto colonial nos meios utilizados quanto as diferentes

caracteristicas morfoldgicos (tamanho, borda, aspecto e coloragéo).

Tabela 2. Tipos morfologicos encontrados na rizosfera da espécie mandacaru (Cereus jamacaru),
de acordo com o meio de cultura utilizado (AN e AC) e em diferentes temperaturas (30°C e 37°C).

Meio de cultura Tipos de coldnias observadas

Agar Nutriente (AN) Rugosa com pigmento alaranjado; rugosa
elevada com pigmento difuso; branca rugosa
espraiada; branca leitosa com bordas irregulares;

branca pequena; branca mucoide.

Agar Cetrimide (AC) Rugosa branca com bordas irregulares; branca
mucoOide; branca rugosa pequena com bordas

regulares.
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Figura 1. Isolamento de bactérias do solo rizosférico da planta mandacaru, apresentando diferentes
tipos morfoldgicos nos meios de cultura Agar Nutriente e Agar Cetrimide na diluigdo 10 a 37°C.

Figura 2. Morfologia bacteriana apds coloracdo de Gram. (1) bacilos Gram negativos (2) bacilos
Gram positivo, (3) bacilos esporulados.

Na Figura 1, vemos o crescimento das col6nias com suas caracteristicas morfologicas, nos
diferentes meios, na diluicdo 10 e nas duas temperaturas, enquanto a Figura 2, mostra a coloragio
de Gram. Atraves dessa coloracdo é possivel identificar e diferenciar os dois principais grupos de
bactérias, Gram-positivas e Gram-negativas, além permite visualizar a forma, o arranjo e a presenca

de esporo.

Concluséo

Este trabalho evidéncia a importancia de estudos da microbiota do solo rizosférico e mostra
a necessidade de mais experimentos para a caracterizacdo das bactérias isoladas do Bioma caatinga.
Entendemos, que existe uma dinamica dos microrganismos no solo e na rizosfera e as flutuagdes
numeéricas destes ao longo do tempo. Portanto é necessario realizar coletas em diferentes épocas do

ano para verificar a ocorréncia de diferenca na densidade bacteriana dessa populagéo.
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