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Resumo

Alpinia é uma planta ornamental que para seu desenvolvimento € feita adubacdo com NPK. A conversdo
de nitrogénio atmosférico (N2) em amonia (NHs), é realizado pela enzima nitrogenase, a forma de N que
0s vegetais conseguem utilizar para atender a demanda deste macronutriente. Objetivou-se com este
trabalho isolar e caracterizar bactérias diazotréficas associativas de raizes e solo rizosférico de Alpinia
purpurata. As bactérias diazotroficas associativas foram isoladas de amostras, raizes e solo rizosférico, de
Alpinia purpurata situadas no setor de floricultura da Universidade José do Rosério Vellano (UNIFENAS),
em Alfenas-MG. O isolamento das bactérias diazotroficas foi realizado por meio da inoculacdo das
amostras de solo e raizes em frascos contendo meios de cultura semissélidos e semi-seletivos: NFb, JNFb,
LGI, IMV e FAM. Para o isolamento e purificacdo das estirpes bacterianas, as colénias dos meios semi-
solidos foram transferidas para 0 meio sélido YMA até obtencéo de col6nias isoladas. As col6nias isoladas,
foram inoculadas nos meios semi-sélidos de origem, para confirmacdo da capacidade de fixacdo de No,
evidenciada pela formacéo da pelicula. O desenho experimental foi em DIC, delineamento inteiramente
casualizado. Os isolados que apresentaram a capacidade de fixar N, foram caracterizados
morfologicamente. Foram isoladas 25 bactérias, sendo 23 bactérias provenientes das amostras de solo e 2
provenientes das amostras de raizes. As bactérias diazotroficas associativas habitam normalmente as raizes
e solo rizosférico de Alpinia purpurata
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INTRODUCAO

O processo de fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN), apresenta importancia
econdmica e ambiental. Essa conversdo de N atmosféerico (N2) ocorre por meio da acdo da
enzima nitrogenase, enzima capaz de reduzir o N2, forma indisponivel & maioria dos seres
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vivos, & amonia (NHs), forma de N que os vegetais conseguem utilizar para atender a
demanda deste macronutriente (DOBEREINER, 1990). A inoculacdo desses
microrganismos tem contribuido para a substituicdo parcial ou total do N no cultivo de
milho (BREDA, ALVES e REIS, 2016), trigo (MUMBACH et al., 2017), arroz (BEUTLER
et al., 2016) e a cana-de-actcar (DONATO et al., 2004), contribuindo para uma producéo
mais sustentavel, visto que a FBN é considerada uma medida mitigadora para emissao do
oxido nitroso (N20), um dos gases do efeito estufa (XAVIER et al, 2017). O potencial da
inoculagdo de bactérias diazotroficas em plantas ornamentais e flores de corte ainda ndo é
bem descrito, pois sdo escassos 0s trabalhos envolvendo a fixagdo bioldgica do N na
floricultura.

Alpinia purpurata (alpinia) € uma planta ornamental, monocotiledénea pertencente
a familia Gingiberaceae. Para um bom desenvolvimento desse vegetal a adubacdo é feita
de trés em trés meses adicionando NPK. O custo elevado desses insumos agricolas pode
ser um fator limitante da producgéo, além destes serem contaminantes dos solos e lengois
fredticos. Buscando formas sustentaveis de se cultivar alpinia, o uso de bactérias
diazotroficas podem ser benéficos para uma producdo de qualidade. Objetivou-se com este
trabalho isolar e caracterizar bactérias diazotroficas associativas de raizes e solos

rizosférico de Alpinia purpurata.

M ETODOLOGIA

As bactérias diazotroficas associativas foram isoladas de raizes e solo rizosférico,
de Alpinia purpurata cultivadas no setor de floricultura da Universidade José do Roséario
Vellano (UNIFENAS), Alfenas-MG, localizada geograficamente a 21° 25' 46" Sul e 45°
56' 50" Oeste, a 880 metros de altitude.

O experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado (DIC) com
quatro repeticdes apresentando 4 unidades experimentais. Cada planta foi considerada uma
unidade experimental e foram utilizadas oito amostras compostas (quatro de raizes e quatro
de solo). O solo foi classificado como Latossolo Vermelho Distréfico (EMBRAPA, 2013).
Uma amostra composta foi constituida de quatro amostras simples, que foram coletadas a

10 cm do caule da planta, na profundidade de 0-20 cm. O material coletado (solo e raizes)
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foi conduzido ao Laborat6rio de Microbiologia do Solo da UNIFENAS.

O isolamento das bactérias diazotréficas foi realizado por meio da inoculacéo das
amostras de solo e raiz em frascos contendo meios de cultura semissélidos e semi-seletivos:
NFb (Azospirillum spp.), JNFb (Herbaspirillum spp.) e LGI (A. amazonense)
(DOBEREINER et al., 1995); JMV (Burkholderia spp.) (REIS et al., 2004) e FAM (A.
amazonense) (MAGALHAES e DOBEREINER, 1984). As amostras de raiz, contendo
cerca de 2 mm, foram superficialmente desinfestadas em hipoclorito de sodio (1 % v/v)
durante 2 minutos e posteriormente lavadas por sucessivas vezes em agua destilada e
autoclavada, de acordo com a metodologia proposta por Diniz et al. (2010). As amostras de
solo, cerca de 100 mg, foram inoculadas diretamente aos meios. Os frascos contendo 0s
meios foram incubados por 12 dias segundo metodologia de Diniz et al., 2010, quando foi
avaliado o crescimento das bactérias diazotroficas, caracterizado pelo surgimento de
pelicula aerotaxica na superficie do meio.

Para o isolamento e purificacdo das estirpes bacterianas, as coldnias dos meios
semi-sélidos foram transferidas para o meio sélido YMA até obtencdo de col6nias isoladas.
As colbonias isoladas, foram inoculadas nos meios semi-sélidos de origem, para
confirmacédo da capacidade de fixacdo de N, evidenciada pela formacdo da pelicula. Os
isolados que apresentaram a capacidade de fixar Np, foram caracterizados
morfologicamente de acordo com Pires et al. (2008) e receberam a codificacdo UNIFENAS
seguidos de numeros para sua identificagdo e conservacdo na colecdo de bactérias
diazotroficas.

As caracteristicas morfologicas das bactérias diazotroficas encontradas foram

agrupadas em um dendrograma a 80% de similaridade, utilizando o programa estatistico R.

RESU LTADOSE D ISCUSSAO

Foram isoladas 25 bactérias, sendo 23 bactérias provenientes das amostras de solo
e 2 provenientes das amostras de raizes. Esses resultados corroboram com a ampla
distribuicdo das bactérias diazotroficas associativas, encontrada por Andrade et al (2013)
em seu trabalho de isolamento de bactérias diazotréficas de Epidentrum secundum. Isto se
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deve a capacidade das bactérias diazotr6ficas habitarem tanto as estruturas vegetais
(simbiose) quanto a rizosfera.

Em todos os meios de cultura houve crescimento bacteriano, sendo o meio NFb
(Azospirillum spp.) (Dobereiner et al., 1995) o0 meio com o maior ndmero, 16 isolados,
seguido pelo meio JMV (Burkholderia spp.) (Reis et al., 2004), quatro isolados, que por
sua vez seguido pelos meios JNFb (Herbaspirillum spp.) e LGI (A. amazonense)
(Dobereiner et al., 1995) com dois isolados cada e 0 meio FAM (A. amazonense)
(Magalhdes & Ddbereiner, 1984). Resultados semelhantes foram encontrados por Silveira
et al (2013) ao isolar bactérias diazotroficas de Dendrobium nobile, orquidea olhos de
boneca, onde houve crescimento bacterianos nos cinco diferentes meios. O crescimento de
microrganismos em todos os meios de cultura é resultado da diversidade de bactérias
diazotroéficas que podem ser encontradas nos solos e 6rgéos vegetais.

As bactérias diazotroficas encontradas formaram quatro grupos distintos quando represe

Dendograma das estirpes bacterianas encontradas nas
amostras de solo rizosférico e raizes de Alpinia
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Figura 1. Dendrograma das caracteristicas morfoldgicas das estirpes oriundas de solo

rizosférico e raizes de Alpinia purpurata.

CONCLUSOES

As amostras de raizes e solo rizosférico de Alpinia purpurata apresentaram um ndmero
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significativo de estirpes bacterianas (25 estirpes) , sendo a maioria delas oriundas do solo
rizosférico, isso comprova que bactérias diazotroficas podem estar associadas com Alpinia
purpurata, esta associacdo demonstra um potencial para a producdo de inoculantes que

beneficiam a producdo de plantas ornamentais.
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