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PREFACIO

A Ecologia Microbiana abrange o estudo das interações entre os mi- 
crorganismos e suas interações com plantas e animais convivendo em 
um habitat comum. É, portanto, uma área das Ciências Biológicas de 
extrema importância para a manutenção do equilíbrio entre espécies e 
sua conservação, bem como para a preservação do ambiente.

O Brasil é, dentre todos os países do mundo, o que possui a maior 
biodiversidade. Entretanto, se por um lado ela está a nossa disposição, 
por outro lado ela ainda é pouco explorada. A conservação e o uso da 
diversidade biológica com finalidades econômicas ou sociais constitui 
um desafio que os brasileiros terão que enfrentar: quanto mais cedo isso 
acontecer, melhor será para o país. Assim como existe uma potencialidade 
muito grande para a exploração de plantas e animais, maior ainda é a 
potencialidade do uso de microrganismos. Infelizmente, quando se men
ciona a Ecologia e a manutenção das espécies, raramente os microrga
nismos são lembrados. Talvez pelo seu tamanho diminuto, esquece-se 
que a extinção de espécies microbianas, ocasionada por incêndios, 
desmatamentos, construção de represas e muitas outras causas, está 
ocorrendo possivelmente de maneira ainda mais acentuada do que em 
plantas e animais superiores. Mais ainda, sendo componentes indispen
sáveis dos ciclos biogeoquímicos, a perda da microbiota é extremamen
te danosa, levando a desequilíbrios biológicos, o que pode causar a 
extinção de espécies de plantas e animais. Os microrganismos são os 
responsáveis pelo controle natural de muitas doenças e pragas de vege
tais e animais e pela degradação de agentes poluidores, são diretamente 
responsáveis pela fixação biológica do nitrogênio atmosférico e possuem 
muitas outras funções cruciais para a manutenção de espécies e do am
biente em que vivemos.

Há uma preocupação cada vez maior com o equilíbrio no ambiente, 
ameaçado pelo uso abusivo e indiscriminado de insumos agrícolas, dos 
mais diversos produtos químicos, poluição por resíduos industriais e por 
outras atividades antropogênicas. Assim, uma maior atuação nessa área 
é uma necessidade e não apenas um exercício acadêmico; ela é funda
mental para a sobrevivência de todos os seres vivos, incluindo-se aí ob
viamente a espécie humana, principal causadora desses desequilíbrios.



Tendo em vista a importância da Ecologia Microbiana, a existência de 
um grupo de pesquisadores brasileiros que já atuam com competência na 
área e a quantidade limitada de material sobre o assunto publicado em 
língua portuguesa, surgiu naturalmente a idéia de reunir alguns tópicos 
sobre Ecologia Microbiana em um livro que pudesse estar acessível a es
tudantes de graduação e pós-graduação, outros profissionais e interessa
dos nessa excitante área de conhecimento.

Seria praticamente impossível reunir, em um volume, todos os tópicos 
que atualmente fazem parte do vasto campo da Ecologia Microbiana. 
Foram especialmente incluídos temas que são de grande importância 
para países tropicais; nesse particular, a presente obra distingue-se de 
outras congêneres, publicadas em países de clima temperado. A seleção 
de temas também baseou-se em pesquisadores brasileiros que, com sua 
vivência, puderam acrescentar exemplos que se originaram de suas pró
prias pesquisas e, portanto, relacionadas com o que ocorre em nosso 
país. Foram contemplados temas que vão desde interações entre micror
ganismos benéficos e plantas, incluindo fungos endofíticos, bactérias dia
zotróficas, fungos micorrízicos etc., passando por técnicas de biologia 
molecular aplicadas à ecologia microbiana, contemplando PCR e eletro
forese de campo pulsado, e atingindo finalmente tópicos mais espe
cializados como os capítulos que tratam de biossíntese de antibióticos 
peptídicos, ecologia da espermosfera, balanço de carbono em solos da 
Amazônia, sistemas suicidas para contenção de microrganismos recom- 
binantes etc.

Um livro como este, para ser publicado, contou com o auxílio de um 
grande número de pessoas. Primeiramente, temos que agradecer aos 
autores dos diversos capítulos, que não mediram esforços em colaborar 
e apresentar temas, muitos deles ainda inéditos em publicações nacio
nais. Ainda, a presente edição só foi possível graças ao apoio recebido 
da Embrapa Meio Ambiente. Sinceros agradecimentos são extensivos a 
Maria Amélia de Toledo Leme, Regina S. Rodrigues e Maria Cristina Tordin 
pelo inestimável apoio na confecção desse volume.

Itamar Soares de Melo 
João Lúcio de Azevedo
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1
ECOLOGIA DAS BACTÉRIAS 
DIAZOTRÓFICAS NOS SOLOS 
TROPICAIS

Maria Cristina Prata Neves

Norma Gouvêa Rumjanek
EMBRAPA Agrobiologia
Caixa Postal 74505, CEP 23851-970, Rio de Janeiro, RJ

INTRODUÇÃO
As bactérias diazotróficas utilizam como fonte de nitrogênio para seu 

metabolismo o enorme reservatório de nitrogênio gasoso (N,) da atmos
fera (> 79%). ON,é pouco reativo e somente um grupo seleto de seres 
vivos, algumas espécies de microrganismos procarióticos, bactérias e 
actinomicetos, possui o complexo enzimático chamado nitrogenase, 
necessário para transformá-lo em amônia que é subseqüentemente as
similada em aminoácidos e proteínas. Esse processo é chamado fixação 
biológica de nitrogênio (FBN).

O N é um nutriente essencial para a vida e, em regiões tropicais, é 
freqüentemente limitante da produção agrícola. São muitos os proces
sos envolvidos na ciclagem desse importante elemento: desnitrificação, 
volatilização da amônia e queimadas (processos que retornam o N à 
forma gasosa) e lixiviação de nitratos para as camadas profundas do 
solo, conduzindo à perda do N nos ecossistemas. Além disso, o N dos 
solos agrícolas é exportado para as cidades, através da comercialização 
dos produtos. Como conseqüência, a maioria dos solos das regiões 
tropicais é deficiente em N, causando graves limitações à produção de 
alimentos. Somente os fertilizantes nitrogenados ou a FBN podem retor
nar o N perdido aos solos agrícolas.
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A exploração agrícola da FBN nos países desenvolvidos tem sido 
motivada pela conscientização ecológica sobre o uso intensivo e, às 
vezes, abusivo dos agroquímicos. Esta ainda não é a grande preocupa
ção em muitos países em desenvolvimento. Nestes países, a FBN repre
senta a diminuição do custo da produção. De um modo ou de outro, a 
exploração agrícola da FBN depende do profundo conhecimento das 
bactérias diazotróficas, suas relações com as plantas superiores e com 
os demais membros da microflora do solo e da rizosfera. Neste capítu
lo, o enfoque é dado à ecologia das bactérias que se associam a plan
tas, comprovadamente ou potencialmente importantes para a agricultu
ra nas regiões tropicais.

BACTÉRIAS DIAZOTRÓFICAS DE IMPORTÂNCIA AGRÍCOLA

A lista de espécies diazotróficas cresce proporcionalmente à impor
tância que a FBN assume nos sistemas de produção agrícola. Entretan
to, a importância de outros microrganismos diazotróficos, que não as 
Rhizobiaceae, ainda está longe de ser bem avaliada. Existem indicações 
de que outras espécies possuem papéis importantes na ciclagem do 
nitrogênio do planeta, mas o desenvolvimento de metodologia adequada 
é indispensável para que se possa determinar a dinâmica populacional 
e a sua importância ecológica.

Bactérias heterotróficas de vida livre — Várias espécies diazotró
ficas vivem livres no solo (Tabela 1). Nos sistemas agrícolas, as bacté
rias de vida livre são limitadas pela disponibilidade de fontes de carbo
no no solo. A redução do N, atmosférico em compostos nitrogenados 
requer uma quantidade muito grande de energia, através do processo 
industrial ou do processo biológico da FBN (Neves, 1982). O potencial 
de algumas bactérias aeróbicas ou microaerofílicas de vida livre, como, 
por exemplo, Azotobacter spp. e Azospirillum spp., tem sido demons
trado por meio da inoculação de palhada ou outros resíduos ricos em 
carbono e sua incorporação ao solo (Hill & Patriquin, 1996), resultando 
em altas taxas de FBN. Em solos sujeitos a inundação, outras classes de 
microrganismos diazotróficos, inclusive anaeróbios, contribuem para o 
balanço de N do sistema (Roper & Ladha, 1995).

Organismos do gênero Pseudomonas formam um grupo heterogê
neo, caracterizado por sua versatilidade catabólica, que possibilita a 
utilização de uma faixa muito ampla de substratos como fonte de car
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bono. Algumas espécies dentro desse gênero são diazotróficas e esti
ma-se que estejam bem menos limitadas, quanto à fonte de energia, do 
que outros microrganismos diazotróficos de vida livre. Na rizosfera de 
algumas espécies vegetais, as espécies diazotróficas desse gênero costu
mam ser dominantes (Chen et al., 1994a).

TABELA 1. Gêneros que incluem microrganismos diazotróficos de vida livre no solo 
(segundo Sprent & Sprent, 1990).

BACTÉRIAS HETEROTRÓFICAS Aquaspirillum

Aeróbicas/Microaerofílicas Azotobacter 
Azotococcus 
Azomor/as 
Azospirillum 
Beijerinckia 
Campylobacter 
Derxia 
Methylococcus 
Methylomonas 
Pseudomonas

BACTÉRIAS HETEROTRÓFICAS

Anaeróbicas

Clostridium

BACTÉRIAS AUTOTRÓFICAS Arthrobacter
Xantobacter
Alcallgenes

BACTÉRIAS HETEROTRÓFICAS Bacillus

Anaeróbicas facultativas Citrobacter 
Enterobacter 
Erwinia 
Escherichia 
Klebsiella

Bactérias fototróficas e cianobactérias - A lista de bactérias diazotró
ficas dentro desta categoria é bastante extensa (Sprent & Sprent, 1990). 
Nos sistemas agrícolas estes microrganismos têm maior importância eco
nômica, principalmente as espécies de cianobactérias (Tabela 1), mas se 
restringem principalmente à cultura do arroz inundado. As cianobactérias 
de vida livre ou em simbiose com a pteridófita aquática Azolla spp. têm 
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tido um papel importante na produção de arroz dos países asiáticos 
(Moore, 1969). As principais características destas associações, aspectos 
ecológicos, bem como limitações quanto ao seu uso agrícola, foram dis
cutidos por Watanabe et al. (1989). No Brasil, a exploração agrícola da 
Azolla ainda não foi bem sucedida, devido principalmente à falta de 
tradição dos produtores e da necessidade de mão-de-obra intensiva.

Bactérias associadas às plantas - Muitas espécies de bactérias diazo
tróficas evoluíram no sentido de formar associações mais ou menos 
íntimas com as plantas, geralmente com as raízes e colmos de plantas 
superiores (Tabela 2). Neste caso, a planta supre os compostos de carbo
no necessários para a FBN. Diversas espécies de microrganismos dia- 
zotróficos associadas com vegetais têm sido identificadas atualmente, 
inclusive espécies endofíticas, indicando que o número desses micror
ganismos pode ser bem maior do que foi estimado a princípio.

A importância econômica das gramíneas tem motivado os estudos 
na área e o Brasil é pioneiro no estudo dessas associações (Dõbereiner 
& Pedrosa, 1987). O potencial da fixação biológica de nitrogênio em 
contribuir N para o crescimento de algumas espécies de gramíneas já 
foi demonstrado para algumas forrageiras, como o Paspalum notatum 
cv. batatais, Panicum maximum, Brachiaria decumbens, B. humidicola 
(Boddey & Victoria, 1986; De-Polli et al., 1977; Miranda et al., 1990) e 
também para o arroz irrigado (App et al., 1986; Boddey et al., 1995). É 
muito provável, porém, que a FBN detectada nessas plantas seja o re
sultado da atividade não de uma, mas de várias espécies de microrganis
mos diazotróficos associados a elas.

Actinorrizas - As associações simbióticas entre cerca de 200 espé
cies de angiospermas, de diferentes hábitos e habitats, pertencentes a 8 
diferentes famílias (não-leguminosas) e actinomicetos do gênero Frankia 
(Newcomb & Wood, 1987), têm maior importância na silvicultura. A 
simbiose resulta na formação de nódulos quase sempre perenes. Os 
nódulos das actinorrizas são raízes modificadas, muito ramificadas, for
mando uma estrutura coralóide (Berry, 1994). Essas associações não 
têm sido muito estudadas ou exploradas no Brasil, com exceção da 
Casuarina, espécie arbórea cultivada para lenha.

Rizóbios - As bactérias dos gêneros Rhizobium, Bradyrhizobium, 
Sinorhizobium e Azorhizobium (coletivamente referidas neste capítulo 
como rizóbio), são microrganismos rizosféricos, que estabelecem associa
ções simbióticas facultativas com as leguminosas (principalmente espé
cies das subfamílias Papilionoideae e Mimosoideae) e com Parasponia, 
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uma Ulmaceae (Trinick & Hadobas, 1988), formando estruturas espe
ciais nas raízes ou caule, denominadas nódulos (Fig. 1).

TABELA 2. Microrganismos diazotróficos associados a plantas cultivadas.

ESPÉCIE LOCALIZAÇÃO
PLANTA HOSPEDEIRA

REFERÊNCIA

RIZOSFÉRICA

Beijerinckia fluminensis cana-de-açúcar Dõbereiner, 1961

Pseudomonas 
diazotrophicus

arroz Ladha, 1986

Azotobacter paspali Paspalum notatum 
cv. batatais

Dõbereiner, 1966

ENDOFÍTICA FACULTATIVA

ENDOFÍTICA OBRIGATÓRIA

Azospirillum brasilense trigo, cevada, aveia, arroz, 
centeio

Dõbereiner & De-Polli, 
1980

A. lipoferum milho, sorgo, gramíneas 
com via fotossintética C,

Dõbereiner, 1982a

A. amazonense cereais, gramíneas 
e palmeiras

Magalhães etal., 1983

A. irakense arroz Khammas et al., 1989

Herbaspirillum 
seropedicae

cana-de-açúcar, arroz, 
milho, sorgo, gramíneas 
forrageiras

Olivares etal., 1996

H. rubrisubalbicans cana-de-açúcar Olivares etal., 1996

Acetobacter 
diazotrophicus

cana-de-açúcar, 
Pennisetum purpureum, 
batata-doce

Dõbereiner, 1992

Burkholderia sp. cana-de-açúcar, abacaxi 
batata-doce, mandioca

Baldani etal., 1996a
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FIGURA 1.
Nódulos 
radiculares 
formados por 
Bradyrhizobium 
spp. em feijão- 
de-corda (.Vigna 
unguiculata).

Numerosos estudos, objetivando levantamento, isolamento e sele
ção de rizóbio com características de tolerância a estresses, têm revela
do um alto grau de diversidade nas populações de rizóbio do solo, 
principalmente nas regiões tropicais. Desde 1984, foram descritos 13 
espécies e 2 gêneros (Azorhizobium, um rizóbio que forma nódulos 
caulinares e Sinorbizobium) (Tabela 3). O isolamento e a seleção de 
numerosas estirpes capazes de nodular o feijoeiro revelaram diferenças 
genéticas marcantes entre os isolados, resultando na identificação de 2 
novas espécies dentro da antiga espécie R. leguminosarum bv.phaseoli: 
R. tropici (Martínez-Romero et al., 199D e R. etli (Segovia et al., 1993). 
Novos estudos têm indicado uma diversidade ainda maior, pois cerca 
da metade dos isolados obtidos dos solos dos cerrados brasileiros não 
apresenta similaridade com nenhuma das 3 espécies capazes de nodular 
o feijoeiro conhecidas até o momento (Mercante et al., 1996).

O inventário das leguminosas arbóreas da região amazônica resul
tou em uma vasta coleção de rizóbios. Uma caracterização inicial dessa 
coleção demonstrou um alto grau de diferenciação (Moreira etal., 1993)- 
Alguns isolados de crescimento rápido mostraram grande semelhança 
com as espécies R. loti, R. galegae, R. leguminosarum bv. phaseoli e S. 
fredii, porém a maioria dos grupos não se assemelhou a nenhuma das 
espécies já descritas. A lista de espécies de rizóbio cresce a cada dia e 
muitas espécies poderão vir a ser descritas, à medida em que aumenta 
o conhecimento sobre as leguminosas tropicais e de respectivos rizóbios.
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TABELA 3. Espécies de rizóbio e plantas associadas.

ESPÉCIE REFERÊNCIAS

Bradyrhizobium

B. japonicum Jordan, 1982

B. elkanii Kuykendall etal., 1992

B. liaoningense Xu et al., 1995

Rhizobium

R. loti Jordan, 1984

R. leguminosarum bv. trifolii Jordan, 1984

R. leguminosarum bv. phaseoli Jordan, 1984

R. leguminosarum bv. viceae Jordan, 1984

R. galegae Lindstrõm, 1989

R. tropici Martinez-Romero etal., 1991

R. huakuii Chen etal., 1991

R. etli Segóvia etal., 1993

R. ciceri Nour etal., 1994

R. tianshanense Chen etal., 1995

R. hainanensis Chen etal., 1994b

R. mediterraneum Nour etal., 1995

Azorhlzobium

A. caulinodans Dreyfus etal., 1988

Sinorhizobium

S. fredii Scholla & Elkan, 1984;
Lajudie etal., 1994

S. xinjiangensis Chen etal., 1988

S. saheli Lajudie etal., 1994

S. teranga Lajudie etal., 1994

S. meliloti Lajudie etal., 1994
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A simbiose rizóbio/leguminosa representa o sistema fixador de N de 
maior importância para a agricultura e por isso os rizóbios têm sido os 
microrganismos diazotróficos mais estudados e serão objeto de maior 
detalhamento neste capítulo.

INTERAÇÕES ENTRE MICRORGANISMOS DIAZOTRÓFICOS 
E PLANTAS SUPERIORES

Os solos das regiões tropicais são freqüentemente pobres em maté
ria orgânica e deste modo, o suprimento de compostos ricos em ener
gia costuma ser limitante. Os microrganismos diazotróficos evoluíram 
no sentido de colonizarem a rizosfera das plantas, beneficiando-se as
sim dos compostos ricos em carbono, que são exsudados pelas raízes.

Grande número de plantas cultivadas mantém em suas raízes uma 
população ativa de microrganismos diazotróficos. Muitas dessas asso
ciações sofreram especializações ao longo do processo evolutivo, resul
tando em relações muito estreitas entre a planta e a bactéria e culminando 
com a invasão dos tecidos do vegetal pela bactéria, inclusive promo
vendo a formação de estruturas especializadas (um nicho adequado 
onde as trocas gasosas e de nutrientes passam a ser mais eficientes), 
que garantem proteção contra fatores adversos do solo (Sprent & Faria, 
1989).

CARACTERIZAÇÃO DE ALGUMAS ASSOCIAÇÕES

Associações rizosféricas - O Paspalum notatum é uma gramínea 
forrageira comum nas regiões tropicais. A planta se associa especifica
mente à espécie diazotrófica Azotobacter paspali (Dõbereiner, 1966). 
Trata-se talvez da associação mais específica até hoje relatada: a bacté
ria parece só se estabelecer na rizosfera e rizoplano ou mesmo invadir 
as camadas externas do córtex de um dos ecotipos dessa gramínea, o 
ecotipo tetraplóide, P. notatum cv. batatais, na qual foi encontrada em 
93% das cerca de 250 amostras testadas. Muito raramente é encontrada 
associada a outros ecotipos ou espécies de Paspalum, não ocorrendo 
em outros gêneros de gramíneas (Dõbereiner, 1970).

A capacidade dessa associação em contribuir com nitrogênio para o 
crescimento das plantas foi demonstrada (De-Polli et al., 1977) e esti
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mada por Boddey et al. (1983) em 30 kg N por hectare por ano. Nada 
se sabe sobre os mecanismos que resultam no estabelecimento de asso
ciação tão específica, porém é possível especular que possam existir 
compostos semelhantes aos envolvidos na comunicação entre legumino- 
sas/rizóbio.

As espécies de Beijerinkia (B. derxii, B. mobilis, B. indica e B.flumi- 
nensis), bastante tolerantes à acidez, são bactérias comuns nos solos 
das regiões tropicais, mas encontradas, inclusive, em regiões tempera
das (Dõbereiner & Pedrosa, 1987). As espécies B. indica e B.fluminensis 
têm sido mais freqüentemente encontradas em solos de canaviais e 
principalmente na rizosfera e rizoplano da cana-de-açúcar (Dõbereiner, 
1959). Parece ocorrer um enriquecimento seletivo em favor dessas bac
térias nas regiões do solo próximas das plantas, onde exsudatos radi- 
culares são liberados, e também na área entre linhas de plantio, onde 
os exsudatos foliares, lavados pelas chuvas, são depositados (Dõbe
reiner & Alvahydo, 1959).

Pelo menos 3 espécies de Bacillus são descritos como diazotróficos: 
B. polymixa, B. macerans e B. azotofixans. Esta última espécie é fre
qüentemente isolada de solo e raízes de cana-de-açúcar, trigo e outras 
gramíneas (Seldin et al., 1984) e foi recentemente transferida para o 
gênero Paenibacillus (Rosato et al., 1995). A característica interessante 
desta espécie está relacionada com sua capacidade de FBN, mesmo em 
presença de níveis altos de nitrato e com a produção de substâncias 
antimicrobianas.

Associações com infecção da planta hospedeira - Até o momen
to são conhecidos quatro grupos de microrganismos diazotróficos hete- 
rotróficos capazes de infectar a planta hospedeira: 1) Azospirillum e 
outras bactérias endofíticas facultativas, 2) Acetobacter e outras bactérias 
endofíticas obrigatórias, 3) Frankia e 4) as diversas espécies de rizóbios. 
Os mecanismos que levam à infecção de plantas por microrganismos 
diazotróficos foram bem discutidos por Sprent & Faria (1989).

Antes que a infecção de raízes possa ocorrer, a bactéria deve coloni
zar a rizosfera da planta e a superfície das raízes (Fig. 2). Essa etapa 
envolve pelo menos 4 eventos: 1) quimiotaxia; 2) reconhecimento; 3) 
adesão e 4) fornecimento de nutrientes. As bactérias podem penetrar 
nas raízes ou nas hastes do vegetal, quando ocorre o crescimento de 
uma raiz lateral ou adventícia, através dos pêlos radiculares ou ainda 
entre células danificadas da epiderme do vegetal. O movimento subse
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quente das bactérias pode ser intercelular, através da digestão da lamela 
média, via espaços intercelulares ou através das células, quando, então, 
as bactérias ficam confinadas pela planta hospedeira em cordões de 
infecção, formados por material da parede celular.

Associações com bactérias endofíticas facultativas - A espécie 
Spirillum lipoferum foi redescoberta no Brasil como bactéria diazotrófica 
associada à rizosfera e raízes de várias gramíneas (Dõbereiner & Day, 
1976) e, logo depois, reclassificada como gênero novo Azospirillum 
(Tarrand et al., 1978). Cinco espécies estão atualmente descritas: A. li
poferum, A. brasilense, A. amazonense, A. halopraeferans e A. irakense 
(Dõbereiner et al., 1995a), todas elas de ocorrência em regiões tropi
cais. Nestas duas décadas de pesquisa, um volume considerável de 
informações foi acumulado sobre as associações dessas bactérias com 
diversas espécies de gramíneas (Baldani et al., 1996a). Em todas essas 
associações não ocorrem formações de estruturas especializadas para 
abrigar a bactéria, e inicialmente se acreditava que toda a atividade de 
FBN observada nestas associações ocorria na rizosfera das plantas.

O Azospirillum apresenta ampla distribuição nos solos (Dõbereiner 
& De-Polli, 1980). Pouco se sabe, porém, sobre a sobrevivência do 
Azospirillum no solo na ausência da planta hospedeira, mas tem sido 
demonstrado que a bactéria apresenta vários mecanismos fisiológicos 
de proteção (formação de cistos, produção de melanina, de poli-(3- 
hidroxibutirato e de polissacarídeos), que podem facilitar a sobrevivên-

FIGURA2.
Fotomicrografia 
de microscopia 
eletrônica de 
varredura mostrando 
bactérias do gênero 
Herbaspirillum 
aderidas às células 
da raiz de cana-de- 
-açúcar (cortesia 
de F.L. Olivares). 
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cia em condições desfavoráveis (Dei Gallo & Fendrik, 1994). O Azospi
rillum é, entretanto, uma bactéria predominantemente rizosférica (Freitas 
et al., 1981; Magalhães et al., 1979).

O padrão de colonização das raízes das gramíneas pelas espécies de 
Azospirillum mostra uma tendência de especificidade entre grupos de 
plantas e as bactérias: A. lipoferum ocorre preferencialmente no córtex 
de milho, sorgo e de diversas outras gramíneas com a via fotossintética 
C4, mas foi também observada em uma espécie de ciperácea (Dõbereiner, 
1982a), enquanto A. brasilense ocorre preferencialmente associado a 
trigo, cevada, aveia, arroz, centeio e gramíneas com via C3 (Dõbereiner 
& De-Polli, 1980; Rocha et al., 1981). A. balopraeferans é mais especí
fica, tendo sido isolada apenas de uma espécie de gramínea, o ‘kallar 
grass’ (Leptocbloa fusca'), planta nativa do Paquistão, altamente toleran
te a solos salinos (Reinhold et al., 1987). Já a espécie A. irakense, des
crita recentemente, tem sido apenas isolada de raízes de arroz (Khammas 
etal., 1989).

Os efeitos da colonização do Azospirillum sobre a morfologia e fisio- 
logia das raízes das plantas com as quais se associam são marcantes 
(Okon & Kapulnik, 1986). Têm sido observadas alterações na densida
de e no comprimento dos pêlos radiculares, resultando no aumento da 
superfície do sistema radicular e permitindo melhor exploração dos 
nutrientes e água do solo (Okon et al., 1996). Tais efeitos são associa
dos à capacidade deste e outros microrganismos diazotróficos rizosféricos 
liberarem substâncias promotoras do crescimento: IAA, giberelinas e 
citocininas (Tien et al., 1979).

Certas estirpes de Azospirillum podem invadir as raízes, através da 
lamela média dos tecidos mais velhos, formando áreas transparentes, 
que sugerem hidrólise das células do vegetal por enzimas pectinolíticas, 
produzidas por essas bactérias (Hubbell et al., 1978). Em plantas de 
milho crescidas no campo, a infecção dos tecidos das raízes e colmos 
pela bactéria ocorre apenas no período reprodutivo das plantas (Maga
lhães et al., 1979), período em que também se observam as maiores 
taxas de atividade da nitrogenase. Observações semelhantes já foram 
relatadas para arroz (Watanabe & Barraquio, 1979) e trigo (Kavimandan 
etal., 1978).

A infecção do interior das raízes de gramíneas não é característica 
generalizada das estirpes de A. brasilense e parece restrita à estirpe 
Sp245 (Baldani etal., 1987; Hartmann etal., 1995). Dentro da planta, as 



26 ECOLOGIA MICROBIANA

bactérias ficam livres da competição com os demais habitantes da 
rizosfera e as trocas de nutrientes entre estas e a planta hospedeira se 
tornam muito mais efetivas.

Apesar das propriedades fisiológicas do Azospirillum em meio de 
cultura já terem sido objeto de muitos estudos, ainda se conhece pouco 
sobre os mecanismos envolvidos na interação planta/bactéria, devido 
principalmente à ausência de um fenótipo facilmente detectável após a 
inoculação das plantas. Porém, através de métodos indiretos, tem sido 
possível mostrar que mecanismos semelhantes aos que ocorrem entre 
o rizóbio e as leguminosas (Fig. 3) parecem estar envolvidos na ligação 
das bactérias com a superfície da raiz (Dei Gallo & Fendrik, 1994), 
inclusive com a participação de polissacarídeos bacterianos (Katupitiya 
et al., 1995). Mais recentemente, moléculas sinalizadoras isoladas das 
raízes, mas ainda não totalmente identificadas, foram descobertas e seu 
estudo vai possibilitar o melhor entendimento dos processos que con
duzem ao estabelecimento da associação (Van Bastelaere et al., 1995).

Dados acumulados em mais de 20 anos de pesquisa demonstram 
que, em 60-70% dos experimentos feitos, há um efeito benéfico da 
inoculação de Azospirillum sobre o crescimento ou produção de algu
mas culturas de cereais e até de leguminosas (Okon et al., 1996). Em 
alguns desses experimentos, a inoculação com Azospirillum proporcio
nou incorporação de nitrogênio via FBN (Garcia de Salamone, 1993). 
Em Israel, onde o Azospirillum não ocorre abundantemente nos solos, 
tem sido possível observar efeitos benéficos da inoculação de Azospi
rillum spp. sobre a produção de cereais, principalmente através da 
produção de substâncias promotoras de crescimento (Okon, 1985). No 
Brasil, porém, o microrganismo ocorre em profusão nos solos agríco
las, limitando a introdução de estirpes selecionadas. Porém, com o uso 
de estirpes selecionadas e marcadas com resistência a antibióticos, foi 
possível observar o efeito da inoculação do Azospirillum brasilense em 
plantas de sorgo, trigo (Baldani et al., 1986a) e milho, sendo o efeito 
benéfico da inoculação de algumas estirpes (Sp245) relacionado princi
palmente com o melhor aproveitamento dos nitratos do solo (Boddey 
etal., 1986; Ferreira etal., 1987).

Associações com bactérias endofíticas obrigatórias - O interior 
das plantas representa um habitat rico em substratos de carbono e livre 
de diversos fatores adversos que limitam as populações de bactérias no 
solo e rizosfera. A colonização endofítica de plantas sempre foi, entre-



ECOLOGIA DAS BACTÉRIAS DIAZOTRÓFICAS NOS SOLOS TROPICAIS 27

RIZÓBIO/LEGUMINOSAS

EXSUDAÇÂO
exsudatos radiculares atraem a bactéria para 
a rizosfera

QUIMIOTAXIA
bactéria move para as raízes

COLONIZAÇÃO
multiplicação da bactéria na rizosfera e superfície 
da raiz

liberação de exsudatos ricos em carbono 
e nitrogênio

ADESÃO
envolvimento de flagelos, fibrilas de celulose e 
polissacarídeos da bactéria e de lecitinas da planta

MODIFICAÇÃO DOS PÊLOS RADICULARES 
produção de fitohormônios pela bactéria, divisão, 
encurvamento dos pêlos radiculares

PENETRAÇÃO DA BACTÉRIA

ATIVAÇÃO DOS GENES 
troca de sinais moleculares entre os parceiros 
flavonóides envolvidos nas leguminosas

FORMAÇÃO DO CORDÃO DE INFECÇÃO

FORMAÇÃO DO NÓDULO 
desenvolvimento e diferenciação das células da raiz

LIBERAÇÃO DA BACTÉRIA DO CORDÃO

DIFERENCIAÇÃO DA BACTÉRIA 
bactérias se apresentam pleomórficas

INÍCIO DO FUNCIONAMENTO DA ASSOCIAÇÃO

FIGURA 3. Esquema das etapas envolvidas nos processos de associação entre 
Azospirillum/Gramíneas e Rizóbio/Leguminosas.
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tanto, considerada restrita a bactérias fitopatogênicas. A recente desco
berta de bactérias diazotróficas endofíticas, predominantemente ou to
talmente obrigatórias, trouxe uma nova dimensão aos estudos das as
sociações de microrganismos diazotróficos e plantas superiores. Os 
diazotróficos endofíticos não sofrem limitação de substâncias ricas em 
carbono, estão livres de competição com outros microrganismos e po
dem transferir muito mais eficientemente os compostos nitrogenados 
produzidos para a planta.

Herbaspirillum seropedicae pode ser isolado de arroz, milho e sorgo 
(Baldani et al., 1986b), de raízes, folhas e colmos de Pennisetum pur- 
pureum, cana-de-açúcar e diversas gramíneas invasoras (Fig. 2, Olivares 
et al., 1996). A bactéria sobrevive muito mal no solo, desaparecendo 
em menos de 30 dias após sua inoculação com grande número de cé
lulas (Baldani et al., 1996a). H. rubrisubalbicans (previamente Pseudo
monas rubrisubalbicans, Baldani et al., 1996b) vive associado à cana- 
de-açúcar, podendo causar uma doença conhecida como “estria mos- 
queada” em algumas cultivares suscetíveis. Através da microscopia ele
trônica pode ser observada a intensa colonização dos tecidos vasculares 
da cana-de-açúcar pelas duas espécies de Herbaspirillum. As bactérias 
têm sido também observadas nos estômatos da cana-de-açúcar e nas 
cultivares sensíveis à doença. H. rubrisubalbicans parece preencher 
todos os vasos do protoxilema e metaxilema (Fig. 4), além dos espaços 
intercelulares do mesófilo (Dõbereiner et al., 1995b).

Acetobacter diazotrophicus é uma bactéria diazotrófica endofítica obri
gatória, adaptada às condições de pressão osmótica e pH, que prevale
cem no interior da cana-de-açúcar (Gillis et al., 1989). Tem sido isolada 
de raízes, colmos e folhas de cana-de-açúcar, Pennisetum purpureum e 
batata-doce (Dõbereiner, 1992), não tendo sido encontrada no solo. As 
plantas com as quais se associa têm em comum um alto teor de carboidratos 
nos tecidos e o hábito vegetativo de propagação. A. diazotrophicus tem 
sido isolado de cana-de-açúcar em diversos países (Uruguai, México, 
Austrália, Cuba, África do Sul), onde a planta é cultivada.

Dentre as propriedades fisiológicas características dessa espécie de 
bactéria destaca-se a tolerância a altas concentrações de sacarose e à 
acidez e habilidade de excretar o nitrogênio fixado, conforme demons
trado por Cojho et al. (1993). A infecção e colonização da cana-de- 
açúcar pelo Acetobacter tem sido demonstrada por meio de microscopia 
eletrônica e ótica (James et al., 1994; Olivares et al., 1996). Na superfí-
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FIGURA 4.
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cie da raiz, a bactéria se concentra nas regiões de junção de raízes 
laterais (James et al., 1994). Dentro da raiz, pode ser vista dentro de 
células da epiderme e nos espaços intercelulares do parênquima, bem 
como dentro de vasos do xilema, através dos quais a bactéria parece 
migrar para a parte aérea da cana-de-açúcar (Dong et al., 1994; Reis Jr. 
etal., 1995).

O potencial das associações de microrganismos diazotróficos com a 
cana-de-açúcar foi recentemente avaliado (Boddey et al., 1995) e esti
mado como capaz de suprir até 60% das necessidades de N desta cul
tura, garantindo o bom crescimento das plantas, mesmo em solos po
bres. Resta, porém, determinar qual ou quais dos diferentes microrga
nismos diazotróficos rizosféricos e endofíticos que ocorrem na cana- 
de-açúcar são os responsáveis pelas altas taxas de FBN observadas em 
algumas cultivares.

Um novo gênero de microrganismo diazotrófico endofítico está sen
do objeto de estudos recentes: Burkholderia, recentemente criado a 
partir de estirpes antes incluídas no gênero Pseudomonas (Yabuuchi et 
al., 1992). Estirpes pertencentes a diferentes espécies dentro desse gê
nero foram isoladas de arroz no Vietnã (Tran Van et al., 1994) e de 
cana-de-açúcar, batata-doce, mandioca e arroz, no Brasil (Baldani etal., 
1996a). A lista de microrganismos diazotróficos endofíticos compreen
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de também as espécies de Azoarcus (Reinhold-Hurek et al., 1993), de 
ocorrência restrita à espécie de gramínea Leptochloa fusca (kallar grass).

Simbiose leguminosas/rizóbio - A simbiose rizóbio/leguminosa 
representa o sistema fixador de N, de maior importância para a agricul
tura e, em mais de um século de estudos, uma vasta gama de conheci
mentos vem sendo acumulada sobre a ecologia da bactéria de vida 
livre no solo e sobre a simbiose estabelecida com as leguminosas.

A simbiose entre as leguminosas e os rizóbios, caracterizada pela for
mação de nódulos radiculares ou caulinares (Fig. 1) tem sido objeto de 
estudos complexos, que resultaram na identificação de uma comunica
ção entre os dois parceiros, mediada pela troca de sinais moleculares 
específicos (Fig. 3). Antes do estabelecimento da simbiose, o rizóbio é 
quimiotaticamente atraído para a rizosfera por compostos (aminoácidos 
ou açúcares) exsudados pela planta (Aguilar et al., 1988; Kape et al., 
1991). A partir daí, ocorre uma interação química específica entre o rizóbio 
e a planta hospedeira, mediada pela produção de flavonóides (flavonas, 
flavanonas e isoflavonas) pelas raízes (Hungria, 1994). Os flavonóides 
são indutores potentes e a presença de diversos indutores em concentra
ções sub-ótimas pode resultar numa resposta sinergética da expressão 
gênica. Os flavonóides exsudados ativam o funcionamento dos genes 
nod e nol, presentes no cromossomo das espécies de Bradyrbizobium e 
Azorbizobium ou contidos nos plasmídeos simbióticos das espécies de 
Rhizobium. Os genes nod podem ser de dois tipos: comuns e relaciona
dos com a especificidade hospedeira. A organização destes genes é muito 
conservada nas diferentes espécies de rizóbio. Os genes nod ABC são 
considerados essenciais para o processo da nodulação. Além destes, o 
gene nodD é atualmente considerado como responsável pela especi
ficidade (Spaink, 1994). Uma série de outros genes tem sido também 
descrita como responsável pela especificidade. O gene nod D, ao contrá
rio dos demais, é um gene estrutural, ou seja, sua síntese ocorre indepen
dentemente de qualquer estímulo e por isso a proteína Nod D está sem
pre presente na célula bacteriana. O conjunto desses genes é responsá
vel pela produção dos fatores de nodulação, que são substâncias do tipo 
dos oligossacarídeos. A interação dos flavonóides e a proteína Nod D 
resulta na alteração conformacional da proteína Nod D, que faz com que 
os genes nod sejam induzidos (Schlaman et al., 1992). Os genes induzi
dos passam a sintetizar proteínas com atividade catalítica, que são res
ponsáveis pela síntese de lipooligossacarídeos. A estrutura dos lipooli-
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gossacarídeos está relacionada à faixa de hospedeiros de uma dada es
pécie de rizóbio. Bradyrhizobium elkanii, uma espécie de rizóbio que 
produz diversos lipooligossacarídeos apresenta uma faixa maior de hospe
deiros do que B. japonicum, que é capaz de sintetizar um número menor 
destas substâncias (Carlson etal., 1993). Os lipooligossacarídeos são libe
rados pela bactéria e, se forem reconhecidos pelas células da raiz, desen
cadearão uma série de alterações na estrutura desse órgão, iniciadas pelo 
encurvamento do pêlo radicular e formação de um cordão de infecção, 
que permite a entrada de bactérias e posterior desenvolvimento dos nó
dulos. As bactérias são posteriormente liberadas do cordão de infecção 
(nas leguminosas primitivas e na Parasponia, porém, o rizóbio persiste 
dentro do cordão) e passam a infectar as células vegetais (Fig. 5), conti
das por um envelope membranoso que as separa do citoplasma. As tro
cas de sinais moleculares e os mecanismos genéticos de controle da no
dulação têm sido objeto de várias revisões (Long, 1989).

De modo geral, pode ser observada especificidade na formação do 
nódulo. Entretanto, tem sido demonstrado que várias leguminosas po
dem ser noduladas por espécies diferentes de rizóbio, incluindo espé
cies de crescimento lento e de crescimento rápido (Moreira etal., 1993;

FIGURA 5. Fotomicrografia 
de microscopia eletrônica de 
varredura mostrando células do 
nódulo radicular de leguminosa 
do gênero Pterocarpus infectadas 
por rizóbio; barra corresponde 
a 1 mm (cortesia de S.M. de Faria). 
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Padmanabham etal., 1990; Pankhurst, 1977), o que é uma indicação de 
que vários compostos indutores e inibidores podem estar envolvidos 
durante a formação do nódulo.

O compartilhamento de estirpes por leguminosas como a soja (Glycine 
max), o feijão comum (Phaseolus vulgaris) e o feijão-de-corda (Vigna 
unguiculata) tem-se revelado surpreendente e foi recentemente revisado 
por Neves & Rumjanek (1996): a soja, por exemplo, pode ser nodulada 
por espécies de crescimento lento, B. japonicum e B. elkanii, e de 
crescimento rápido, S.fredii. Recentemente, foi demostrado que pelo 
menos 3 outras espécies de rizóbio são capazes de nodular a soja. Além 
da soja, S.fredii nodula também o feijão e cerca de 60 outras espécies, 
enquanto espécies de rizóbio que nodulam feijão são capazes de nodular 
muitas outras leguminosas, incluindo espécies tropicais, como o feijão- 
de-corda, que nodulam com grande grupo de rizóbios de crescimento 
lento (grupo caupi ou grupo tropical de inoculação cruzada). Já foi 
demonstrado também que B. japonicum e B. elkanii nodulam espécies 
de leguminosas arbóreas tropicais (Moreira et al., 1993). À medida que 
mais estudos são realizados sobre a biodiversidade desse grupo de bac
térias, observa-se que tanto uma espécie de leguminosa pode ser 
nodulada por várias de rizóbio como o inverso também pode aconte
cer. Um alto grau de especificidade em relação ao hospedeiro parece 
ser a exceção e não a regra (Fig. 6).

FIGURA 6.
Compartilhamento 
de estirpes 
de diferentes 
espécies de 
rizóbio pelo 
feijão comum, 
feijão-de-corda 
(caupi) e soja.

Glycine max Phaseolus vulgaris

R. liaoningense S. fredii R. leguminosarum
\ R. tianshanense / bv. phaseoli /

S. meliloti R. tropici

/
B. elkanii ' Vigna Unguiculata R. etliB. japonicum

R. hainanensis
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ASSOCIAÇÕES DE MICRORGANISMOS DIAZOTRÓFICOS 
E PLANTAS: EVOLUÇÃO CONCOMITANTE?

O entendimento dos processos evolucionários, que culminaram com 
o estabelecimento de associações entre plantas e microrganismos dia
zotróficos, levando inclusive à formação de estruturas especializadas 
como as actinorrizas e os nódulos radiculares ou caulinares nas simbioses 
rizóbio/leguminosas, representa a chave para a manipulação dos siste
mas visando maior aproveitamento da FBN nas espécies de interesse 
econômico.

No caso das leguminosas, a hipótese mais recente considera dois 
eventos iniciais: um com o Rhizobium e outro com o Bradyrhizobium, 
seguindo-se a coevolução das espécies (Sprent, 1994). A situação apa
rentemente caótica de relacionamento entre a planta hospedeira e o 
rizóbio que se observa agora (Moreira etal., 1993), dever-se-ia à mudança 
no clima e às conseqüentes pressões seletivas que se seguiram em cada 
região específica. Planta e rizóbio passaram a se adaptar às condições 
locais de clima e solo, com a população de rizóbio sofrendo transferên
cia lateral de material genético. Como resultado, o padrão de coevolução 
não podería mais ser observado nos tempos atuais. Esta hipótese, pos
tulada por Sprent (1994), consegue conciliar observações tais como: a 
enorme diversidade de rizóbios capazes de nodular acacia, compreen
dendo estirpes de crescimento rápido, lento e muito lento (Barnet & 
Catt, 1991); rizóbios isolados de leguminosas arbóreas, tolerantes a tem
peraturas adversamente altas e capazes de nodular também o feijoeiro 
(Hungria et al., 1993).

DIVERSIDADE DO RIZÓBIO ENCONTRADO NO SOLO

Os rizóbios são microrganismos heterotróficos comuns dos solos tan
to das regiões temperadas como das regiões tropicais, mas não são mem
bros dominantes da comunidade microbiana. Nas regiões de origem da 
planta hospedeira, rizóbios nativos estão sempre presentes no solo: por 
exemplo, Bradyrhizobium nodulando Stylosanthes nos solos dos cerra
dos (Scotti et al., 1982), R. etli nodulando feijão em solos mexicanos 
(Segóvia et al., 1993), R.fredii e B. japonicum nodulando soja na China 
(Dowdle & Bohlool, 1985). Quando a leguminosa hospedeira é introduzida 
em um novo ambiente, geralmente não se observa a nodulação da mes
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ma, a não ser que as sementes sejam inoculadas com estirpes específicas 
ou simplesmente misturadas com o solo da região de origem. As áreas 
tradicionalmente cultivadas com uma leguminosa geralmente contém uma 
população de rizóbio bem adaptada às condições locais.

Assume-se freqüentemente que os solos cultivados nas regiões tro
picais possuem uma população relativamente grande de rizóbios. Po
rém, alguns levantamentos têm mostrado grande variabilidade na po
pulação de rizóbio dos solos agrícolas e que áreas de boa nodulação, 
às vezes, representam uma pequena proporção da área cultivada. Bai
xas populações de rizóbio, menos de 100 células por grama de solo, 
têm sido freqüentemente observadas nas regiões tropicais, em solos 
cultivados com diferentes leguminosas (Wani et al., 1995). Estimativas 
da população de mais de 300 amostras de solo provenientes de 17 
países tropicais indicaram que, apesar dos rizóbios do grupo caupi de 
inoculação cruzada estarem presentes em quase todos os solos, os 
números dessas bactérias eram extremamente variáveis, e em 46% das 
amostras havia menos que 100 rizóbios por grama solo (Singleton etal., 
1992). No caso da soja, feijão e leucena, esta condição (menos de 100 
rizóbios por grama de solo) foi encontrada em 75, 64 e 75% dos solos 
estudados. Por outro lado, a ocorrência de nodulação não garante ade
quada contribuição da FBN frente às necessidades de nitrogênio da 
planta hospedeira. Nódulos ineficientes, muitas vezes, ocorrem em gran
de número (Wani et al., 1995), limitando a contribuição da FBN.

A população total de rizóbio se correlaciona com a média anual de 
chuva, com a cobertura de leguminosa, a biomassa da parte aérea, a 
temperatura e o pH do solo e com a disponibilidade de fósforo (Woomer 
et al., 1988). A população de rizóbio do solo está relacionada também 
com o histórico de cultivo da área. O plantio recente da leguminosa 
hospedeira é capaz de promover o aumento da população de rizóbio 
homólogo (Ramos & Boddey, 1987; Vlassak et al., 1996; Yousef et al., 
1987). Essa interação foi confirmada em 5 diferentes espécies de legu
minosas, Trifolium repens, Medicago sativa, Vicia sativa, Leucaena leuco
cephala e Macroptilium atropurpureum (Woomer etal., 1988), demons
trando que, no caso dos rizóbios, os mecanismos de adaptação que 
determinam a ocorrência de um dos parceiros, freqüentemente promo
vem a presença do outro.

A composição de uma população indígena de rizóbio é difícil de ser 
estudada. Análises têm demonstrado que a composição depende da 



ECOLOGIA DAS BACTÉRIAS DIAZOTRÓFICAS NOS SOLOS TROPICAIS 35

espécie ou mesmo da cultivar usada como isca. Desse modo, a composi
ção de uma coleção de rizóbios nativos pode ser tendenciosa por ser 
dependente da planta. Análises preliminares da população de rizóbio 
nos solos dos cerrados brasileiros mostraram que o uso de diferentes 
espécies-isca (feijoeiro ou Leucaena) resulta no isolamento de diferen
tes membros da população de rizóbio capaz de nodular o feijoeiro: 
90% dos isolados obtidos a partir de Leucaena foram identificados como 
R. tropici e os isolados restantes se mostraram sem similaridade com as 
espécies conhecidas. A população de rizóbio do mesmo solo, porém, 
apresentou uma composição muito mais variada, quando se usou o 
feijoeiro como planta-isca: 36% dos isolados caracterizados como R. 
tropici, 14% como R. leguminosarum bv. phaseoli ou etli e 49% dos 
isolados não apresentaram similaridade com as espécies já descritas 
(Mercante et al., 1996). Mesmo a partir de um único hospedeiro, popu
lações de rizóbio geneticamente distintas podem ser isoladas. Rizóbios 
capazes de nodular algaroba Prosopis glandulosa, leguminosa reconhe
cidamente associada com uma grande variedade de espécies de rizóbio, 
foram isolados de raízes superficiais (0-0,5 m) e profundas (4-6 m). As 
adaptações decorrentes da exposição a condições ambientais distintas 
resultou em duas populações geneticamente contrastantes (Thomas et 
al., 1994). Os autores concluíram que a formação das duas populações 
foi principalmente devida a hibridizações envolvendo o gene ndv B de 
R. meliloti e, em menor escala, os genes tó/HDK de K. pneumoniae e 
nod ABC de R. meliloti.

Nos sistemas agrícolas é comum diferentes espécies de leguminosas 
ocorrerem juntas, como acontece nas pastagens, ou em rotação de cul
turas. Nestes locais, diferentes populações de rizóbio interagem. Um 
dos processos importantes desta interação é a transferência de plasmí- 
deos, que tem sido observada entre populações de rizóbios e pode ser 
um fator importante na adaptação a condições edafo-climáticas especí
ficas. Um plasmídeo contendo resistência a vários antibióticos foi trans
ferido de uma estirpe de Bradyrhizobium doadora para diversas espé
cies receptoras em condições de solo não-estéreis. Os resultados obti
dos sugerem que a transferência pode ter ocorrido tanto no solo, como 
na rizosfera ou na superfície da raiz (Kinkle et al., 1993). No entanto, a 
perda das características simbióticas por estirpes de rizóbio tem sido 
relatada em quase todas as condições ambientais (Gibson et al., 1975; 
van Rensburg & Strijdom, 1985; Kuykendal & Elkan, 1976). É possível 
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que esses resultados reflitam uma instabilidade genética das caracterís
ticas de efetividade das estirpes inoculadas após diversos anos no solo 
de uma maneira semelhante à observada nas estirpes quando em meio 
de cultura. Neste ambiente, é comum o relato de diferenças fisiológicas 
entre colônias isoladas de uma mesma estirpe (Gibson et al., 1975; van 
Rensburg & Strijdom, 1985). Algumas observações até indicam que a 
simples passagem do rizóbio através da planta é capaz de alterar a 
estrutura de algumas regiões do plasmídeo que carrega determinantes 
de especificidade (Wang et al., 1986). Por outro lado, a ação de bacte- 
riófagos é um fator freqüentemente proposto como mecanismo de alte
ração de populações bacterianas. Os fagos têm habilidade seletiva em 
relação às bactérias e também agem como veículos de troca de material 
genético (Reanney, 1974).

SOBREVIVÊNCIA

A capacidade de sobrevivência de um microrganismo, quando intro
duzido no solo, foi definida como competência saprofítica (Chatel et al., 
1968). A sobrevivência da bactéria no solo depende de fatores abióticos 
— acidez, temperatura, estresses de água, metais pesados, teores de ar
gila e matéria orgânica (Bottomley, 1992) — e bióticos :— antagonismo, 
predação e sinergismo — do solo. No caso do rizóbio, a sobrevivência 
no solo é uma característica importante, pois determina, pelo menos par
cialmente, a possibilidade da utilização desta bactéria como inoculante. 
Estrategicamente, a sobrevivência é o primeiro obstáculo a ser vencido 
no estabelecimento de uma estirpe superior (Freire et al., 1983).

Muitas vezes, a estirpe de rizóbio introduzida coloniza facilmente o 
solo de um novo habitat, tornando-se difícil de ser substituída. Estudos 
feitos na África do Sul e na Austrália, em solos previamente livres de 
rizóbio capaz de nodular a soja, observaram que após introdução do 
primeiro inoculante, alterações posteriores na composição do rizóbio 
não foram bem sucedidas, indicando que as estirpes utilizadas foram 
capazes de adaptar-se às condições edafo-climáticas específicas do lo
cal (Brockwell et al., 1987; van Rensburg & Strijdom, 1985). Nos Esta
dos Unidos, uma situação semelhante foi também verificada: uma estir
pe de rizóbio, USDA 123, capaz de nodular a soja, foi introduzida nos 
solos junto com esta cultura, onde, apesar de ser pouco eficiente, pas
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sou a predominar (Ham, 1980), impossibilitando a introdução de estir
pes mais eficientes (Johnson et al., 1965; Weaver & Frederick, 1974).

No caso do rizóbio, a sobrevivência deve ser compreendida frente a 
duas situações distintas. No primeiro caso, a presença da planta hospe
deira facilita a multiplicação daquela estirpe que é capaz de promover 
nodulação eficiente. Há evidências que mostram o envolvimento da 
planta hospedeira na persistência do rizóbio: certos genótipos de soja 
são capazes de restringir a nodulação por alguns membros do serogrupo 
USDA123 (Creagan & Keyser, 1986). No entanto, rizóbios capazes de 
nodular a soja foram encontrados em áreas onde esta leguminosa nun
ca foi cultivada (Martins et al., 1996).

O perfil da população de rizóbio isolada de solo coletada na região 
nordeste brasileira mostrou-se bastante diverso mesmo em áreas onde, 
por causa do regime hídrico deficiente, a presença das leguminosas 
hospedeiras não é muito comum (Martins etal., 1996). Usando o feijão- 
de-corda como planta-isca, observou-se que os rizóbios isolados dos 
solos do sertão (região semi-árida) mostraram uma proporção maior de 
estirpes de crescimento rápido, quando comparados com os rizóbios 
isolados de solo da mesma latitude, mas coletados próximos à costa 
(Zona da Mata). Estes dados confirmam a hipótese de Sprent (1994) de 
que rizóbios de crescimento rápido sobrevivem melhor às condições 
adversas do ambiente.

O fato de apresentar taxas de crescimento rápido não confere às 
espécies de rizóbio vantagem extra na garantia de uma alta taxa de 
nodulação, mas, de algum modo, garante índices melhores de sobrevi
vência. Estirpes de S.fredii, caracterizadas por crescimento rápido, ob
tidas de solos de cultivo de soja na China, foram introduzidas na região 
centro-oeste da América do Norte, visando o deslocamento da popula
ção naturalizada de B. elkanii que, embora capaz de nodular soja, não 
é tão eficiente quanto espécies de B. japonicum. A taxa de ocupação 
de nódulo pelas estirpes de S.fredii se manteve numa faixa baixa (3 a 
14%) durante o primeiro ano, não havendo nenhum aumento significa
tivo nos dois anos subseqüentes. Foi observado, entretanto, que apesar 
de não competir bem com as estirpes de rizóbio nativas, as estirpes de 
crescimento rápido introduzidas persistiram saprofiticamente no solo, 
durante todo o período de estudo (Manjanatha et al., 1992).

A estirpe BR-33 de Bradyrbizobium japonicum, quando usada como 
inoculante para soja em condições estéreis, promove o aparecimento de 
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uma segunda população de nódulos, que se forma logo após o flo
rescimento e parece ser a principal responsável pela maior produção de 
grãos promovida por esta estirpe, porque garante a fixação de nitrogênio 
em maiores níveis, durante o período de maior demanda para nitrogê
nio. No entanto, em ensaios de campo, a estirpe BR-33 não costuma 
mostrar bom desempenho, sugerindo que a baixa capacidade de sobre
vivência dessa estirpe no solo inviabiliza a formação da segunda popu
lação de nódulos (Santos etal., 1996). A sobrevivência da estirpe no solo 
é fator determinante não apenas para a formação de uma segunda popu
lação de nódulos mas também para promover a nodulação inicial. Mes
mo quando o inoculante é aplicado aderido à superfície da semente, a 
nodulação não ocorre imediatamente, sendo dependente do tempo de 
germinação, o que exige que o inóculo inicial se mantenha viável no 
solo. Em trevo subterrâneo, algumas estirpes eficientes promovem um 
aumento de produtividade somente após a rebrota das plantas, o que 
está diretamente correlacionado à capacidade de a estirpe sobreviver nas 
condições específicas e competir com outras estirpes (Leung etal., 1994).

Embora uma série de condições sejam relacionadas com a sobrevi
vência do rizóbio no solo, os fatores determinantes ainda estão longe de 
ser bem compreendidos. A produção de polissacarídeos nodulares foi 
apontada como responsável pela maior persistência do serogrupo USDA 
123, levando à sua dominância numérica no solo (Streeter et al., 1994).

INTERAÇÕES COM FATORES ABIÓTICOS DO SOLO

A maior parte dos rizóbios em vida livre está mecanicamente ligada 
às partículas de solo (Ozawa & Yamaguchi, 1986), e assim pode perma
necer mesmo na ausência da planta hospedeira. Kamicker & Brill (1986) 
relataram a persistência no solo de uma estirpe de B. japonicum por 30 
anos na ausência da soja. Geralmente, as populações de rizóbio persis
tem no solo por 2 anos após o cultivo da leguminosa hospedeira, dimi
nuindo gradativamente durante esse período. A acidez do solo, acom
panhada do aumento do teor de alumínio, é um dos principais fatores 
de estresse que afetam a persistência do rizóbio no solo (Hiltbold et al., 
1985), embora a espécie de B. japonicum sobreviva melhor em solos 
moderadamente ácidos do que nos solos alcalinos (Peoples etal., 1995).

Tipo de solo, textura e composição — Estudos com o rizóbio mos
traram que as condições do solo são decisivas para a sobrevivência da 



ECOLOGIA DAS BACTÉRIAS DIAZOTRÓFICAS NOS SOLOS TROPICAIS 39

estirpe, quando introduzida em um novo ambiente. O número de célu
las de Bradyrhizobium no solo e na rizosfera tem-se mostrado em muitos 
casos mais dependente do tipo de solo do que da estirpe introduzida 
como inoculante. Ensaios de competitividade em meio estéril são de
terminados por fatores intrínsecos da estirpe, porém, em ensaios de 
campo, os fatores edafo-climáticos parecem ser os maiores determinantes 
da garantia da sobrevivência e competitividade de uma estirpe.

A sobrevivência de bactérias no solo, em geral, está diretamente re
lacionada com a estrutura e a textura do solo. Aumentos na densidade 
populacional de rizóbios são observados após o enriquecimento do 
solo com argilas (Beringer & Bale, 1988; Heijnen et al., 1993). As argilas 
exercem um papel de proteção para o rizóbio, por aumentar não so
mente o número total de microhabitats, mas também por melhorar a 
qualidade destes, garantindo teor de umidade adequado e proteção 
contra predadores maiores.

Por outro lado, a estrutura físico-química do solo, principalmente o 
tipo e teor de argila, pode influenciar os diversos componentes da po
pulação de rizóbio do solo, afetando a competitividade entre as estir
pes homólogas, quanto à formação de nódulos (Moawad & Bohlool, 
1984; Somasegaram et al., 1988). Os mecanismos de atuação não são 
bem compreendidos, mas parecem envolver formas de associações 
eletrostáticas entre o rizóbio e as argilas do solo (Marshall, 1969), como 
também o aprisionamento do rizóbio nos colóides do solo (Demezas & 
Bottomley, 1986).

Acidez — Vários trabalhos têm mostrado que tanto a temperatura 
quanto o pH do solo são fatores determinantes para o sucesso da estir
pe de rizóbio em promover uma nodulação eficiente nas leguminosas 
associadas (Dughri & Bottomley, 1984; Graham, 1992; Ramos & Boddey, 
1987; Streit et al., 1992; Vargas & Graham, 1989; Weber & Miller, 1972; 
Wolff et al., 1991).

A acidez é capaz de afetar drasticamente a taxa de nodulação das 
estirpes usadas como inoculantes. Wolff et al. (1991) demostraram que 
a taxa de ocupação de estirpes de R. leguminosarum bv. phaseoli, quan
do introduzidas em solo ácido, é mais baixa do que a observada em 
solos férteis e neutros. Estudos feitos no Quênia, em dois solos com 
diferentes níveis de acidez, mostraram que os solos abrigavam popula
ções de rizóbio capazes de nodular feijão semelhantes quanto a núme
ro, efetividade de FBN e diversidade genética. A composição dessas 
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populações era, entretanto, acentuadamente diferente: estirpes seme
lhantes a R. tropici predominavam no solo de maior acidez, enquanto 
que estirpes semelhantes a R. leguminosarum e R. etli predominavam 
no solo menos ácido (Anyango et al., 1995). A melhor tolerância do R. 
tropici à acidez tem sido também observada em outras regiões (Amarger 
et al., 1994; Graham et al., 1994).

Alguns estudos compararam a capacidade saprofítica de Rhizobium 
spp. e Bradyrbizobium spp. nas mesmas condições de solo e foram 
discutidos por Brockwell e colaboradores (1995). Bradyhizobium é mais 
tolerante à acidez e mais bem adaptado aos solos dos trópicos úmidos, 
onde persiste melhor, porém não tolera bem altas temperaturas. Rhizo
bium é mais sensível à acidez, mas moderadamente adaptado a ambien
tes semi-áridos. Os mecanismos de tolerância do rizóbio à acidez ainda 
permanecem obscuros, havendo divergências entre os autores sobre o 
papel dos exopolissacarídeos como agentes de proteção contra os efei
tos nocivos da acidez.

Em solos ácidos, a maior disponibilidade de alumínio e manganês, 
que podem alcançar níveis tóxicos, representa um fator limitante à so
brevivência e ao estabelecimento do rizóbio (Wani et al., 1995). Nestas 
condições, é possível que a inoculação com estirpes tolerantes propor
cione a boa nodulação das plantas. Numerosos trabalhos de seleção de 
estirpes tolerantes a fatores estressantes do solo têm sido realizados, 
mas os resultados são contraditórios. Estirpes tolerantes à acidez po
dem (Graham et al., 1982) ou não (Gemell & Roughley, 1993) sobrevi
ver melhor em solos ácidos do que estirpes sensíveis. Na maioria das 
vezes, a tolerância à acidez não se traduz em maior tolerância a alumí
nio e manganês (Vargas & Graham, 1989).

Temperatura e umidade - Em relação aos rizóbios, a maioria das 
espécies tem temperatura ótima de crescimento entre 25 e 30°C. Tem
peraturas adversamente altas afetam seu crescimento e conseqüente- 
mente sua sobrevivência (Woomer et al., 1988). A seleção de estirpes 
tolerantes à temperatura alta tem sido uma preocupação constante 
(Boonkerd & Weaver, 1982; Hungria et al., 1993; Wólff et al., 1991). Os 
mecanismos de tolerância a temperaturas altas envolvem plasmídeos 
crípticos (Baldani & Weaver, 1992) e a indução de proteínas de choque 
(Michiels etal., 1994). A cura ou a perda parcial de plasmídeos simbióticos 
com conseqüente perda da infectividade, após exposição do rizóbio a 
altas temperaturas, têm sido observadas (Soberón-Chavez et al., 1986), 
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e a esse respeito, a espécie R. tropici parece ser mais tolerante e estável 
do que R. leguminosarum bv. phaseoli. Isso talvez possa explicar a 
maior competitividade daquela quando em condições de temperaturas 
adversamente altas (Oliveira & Graham, 1990).

A solarização do solo, mediante a cobertura com plástico durante o 
período do verão, elevando assim a temperatura, é uma técnica eficien
te para reduzir a população nativa de rizóbio e facilitar a introdução de 
estirpes selecionadas para maior eficiência (Rupela & Sudarshana, 1990). 
Seu uso em plantio de larga escala é, entretanto, inviável.

Flutuações na disponibilidade de água são freqüentemente observa
das nos solos tropicais, com ciclos de seca e encharcamento, que resul
tam em baixa sobrevivência dos microrganismos diazotróficos. Essas 
flutuações têm efeitos deletérios sobre o rizóbio (Boonkerd & Weaver, 
1982; Mary et al., 1994; Pena-Cabriales & Alexander, 1979). Bradyrbi
zobium resiste melhor ao dessecamento e subseqüente rehidratação (Mary 
etal., 1994), talvez devido ao maior conteúdo de água interna observado 
nas estirpes de Rhizobium em comparação com Bradyrbizobium (Bushby 
& Marshall, 1977). A falta de umidade no solo pode afetar a mobilidade 
dos microrganismos diazotróficos em direção à rizosfera das plantas. A 
mobilidade, entretanto, é uma função do teor de umidade, textura, quan
tidade de material coloidal e do tipo de solo, além de ser influenciada 
pelo movimento da água (Hamdi, 1971). Em solos contendo argila e silte 
ocorre absorção das células bacterianas a estas partículas, restringindo o 
movimento, ao contrário do que ocorre em solos arenosos.

A falta de adequados teores de umidade no solo pode ter efeito dele
tério sobre a população de Azospirillum, sendo a sobrevivência signifi
cativamente aumentada quando o solo é enriquecido com matéria orgâ
nica ou quando a bactéria está na rizosfera (Albrecht et al., 1983).

Metais pesados — Muitos metais pesados são essenciais para o cresci
mento dos microrganismos diazotróficos. Elementos como níquel, cobre, 
zinco e cádmio são cofatores de enzimas, requeridos em quantidades 
muito pequenas. Acima de certos níveis, esses elementos são tóxicos, 
afetando a sobrevivência do rizóbio no solo. As estirpes variam quanto à 
tolerância a metais pesados, porém a exposição prolongada a eles altera 
a população de rizóbio do solo. Demonstrou-se que a incorporação de 
lama de esgoto ao solo promove uma alteração radical na população de 
rizóbio, levando ao desaparecimento de estirpes eficientes e à diminui
ção da diversidade genética da população (Hirsch et al., 1993).
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INTERAÇÕES COM A MICROFLORA DO SOLO

O estabelecimento dos microrganismos diazotróficos, quando intro
duzidos no solo, é influenciado também pelos fatores bióticos. Os mi
crorganismos nativos num meio pobre em matéria orgânica podem ser 
concorrentes ou competidores na disputa pelos nutrientes disponíveis. 
Por outro lado, substâncias resultantes do metabolismo microbiano e 
eliminadas no meio podem servir como fonte de nutrientes a outros 
microrganismos. A chance de um microrganismo heterotrófico sobrevi
ver no solo, considerado na maioria das vezes como um meio pobre, 
vai depender do fluxo alimentar estabelecido entre os organismos pre
sentes no local específico. Numerosos estudos têm comparado as alte
rações nos números de rizóbio, após inoculação em solos não-estéreis 
e estéreis, onde é eliminada a influência de fatores bióticos (Chao & 
Alexander, 1981; Sardshpande et al., 1977; Vidor & Miller, 1980). Os 
resultados demonstram claramente o papel da microbiota na sobrevivên
cia do rizóbio.

Antagonismo — As populações microbianas do solo (bactérias, acti- 
nomicetos e fungos) podem exercer interações antagônicas aos micror
ganismos diazotróficos no solo. Bactérias dos gêneros Pseudomonas e 
Bacillus e fungos dos gêneros Aspergillus e Penicillium, membros co
muns da microflora do solo, são capazes de inibir a população de rizóbio 
no solo, o que pode ser observado pela redução da nodulação da plan
ta hospedeira (Chowdhury, 1977; Patel, 1974). Os actinomicetos são 
numerosos nos solos tropicais (Araragi, 1979), perfazendo 75 a 94% do 
total da microflora de alguns solos dos cerrados (Coelho & Drozdowicz, 
1979). Além disso, o número de actinomicetos no solo aumenta rapida
mente, após a elevação do pH do solo, por meio da calagem (Baldani 
et al., 1982). Tem sido sugerido que os antibióticos produzidos por 
estes microrganismos, quando presentes no solo ou na rizosfera, po
dem ser assimilados pela planta (Crowdy & Pramer, 1955), promoven
do alterações na população microbiana da rizosfera (Brown, 1961; Hely 
et al., 1957) e resultando na seleção de microrganismos tolerantes, tal 
como já foi observado (Baldani etal., 1982; Ramos etal., 1987). Dificul
dades no estabelecimento de rizóbio em alguns solos têm sido relacio
nadas ao antagonismo da microflora local (Chowdhury, 1977) e estu
dos têm demonstrado que a inoculação do solo com várias espécies de 
fungos ou com actinomicetos afeta a sobrevivência do rizóbio, levando 
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inclusive à diminuição da nodulação das leguminosas (Angle et al., 
1981; Damirgi & Johnson, 1966).

A importância da resistência à estreptomicina no estabelecimento de 
nodulação em Stylosanthes em solos da região dos cerrados foi mostrada 
por Scotti et al. (1982), que observaram uma proporção significativamen
te maior de isolados resistentes ao antibiótico em plantas crescidas em 
solos com calagem, em comparação com plantas crescidas em solos vir
gens. A infecção de raízes de cereais por Azospirillum spp. também de
pende, em algumas circunstâncias, da resistência da bactéria a alguns 
antibióticos (Dõbereiner & Baldani, 1979), sendo esse efeito correlacionado 
com aumentos no número de actinomicetos na rizosfera do milho, após 
a calagem do solo de cerrado (Baldani et al., 1982).

Alterações dos ecossistemas naturais pelas práticas de aração e 
calagem modificam o equilíbrio das populações de microrganismos do 
solo (Dõbereiner, 1982b) e podem, por longo período de tempo, afetar 
o estabelecimento do rizóbio. Na região amazônica, foram observados 
aumentos no nível de resistência a alguns antibióticos dos isolados de 
Bradyrbizobium spp., obtidos de nódulos formados em feijão-de-cor- 
da crescido em solos ácidos, que tiveram o pH corrigido por meio da 
calagem, por um período de 6 anos após o início da prática agrícola 
(Dõbereiner et al., 1981). Alguns destes isolados se mostraram toleran
tes à acidez do solo e a temperaturas adversamente altas (Martinazzo, 
1989) e capazes de formar prontamente nodulação abundante no fei- 
jão-de-corda em áreas recentemente abertas para a agricultura. Nessa 
mesma região, a inoculação com a estirpe australiana CB 188, selecio
nada para tolerância à estreptomicina e à canamicina não foi bem suce
dida. Nesses estudos não foi possível estabelecer correlações entre o 
padrão de resistência aos dois antibióticos testados e a boa nodulação 
das estirpes, demonstrando que a habilidade resultante da persistência 
da bactéria no solo é muito complexa, envolvendo diversos aspectos 
relacionados com a sobrevivência da estirpe no solo.

Predação — A ação predatória dos protozoários e de microrganis
mos parasitos, como por exemplo os Bdellovibrio spp., é conhecida 
como um fator que pode influenciar a sobrevivência do rizóbio. A po
pulação de predadores e parasitos depende principalmente do teor de 
matéria orgânica do solo (Pena-Cabriales & Alexander, 1983) e ocorre 
com maior intensidade em sistemas monoculturais. Um número muito 
grande de estudos tem mostrado declínios marcantes na população de 
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izóbio pela ação dos predadores. Esses estudos têm sido feitos em 
aeio de cultura ou em solos esterilizados (Chao & Alexander, 1981).

Sinergismo — A interação entre fungos micorrízicos arbusculares e 
s estirpes de rizóbio é um bom exemplo de interação sinergética entre 
licrorganismos do solo (Thiagarajan & Ahmad, 1993). Foi observado 
o amendoim que a presença de fungos micorrízicos arbusculares 
Acaulospora laevis ou Glomus fasciculatus') é capaz de alterar a taxa 
e nódulos formados por estirpes inoculadas em mistura, indicando 
ma ação sinergética diferenciada para com uma das estirpes (Nambiar 
: Anjaiah, 1989). O mesmo tipo de efeito já foi relatado para Azospirillum 
rasiliense (Plazinski & Rolfe, 1985) e Pseudomonas (Fuhrman & Wollum

1989). Um melhor conhecimento destas interações poderá possibili- 
ir a introdução de estirpes selecionadas em áreas onde ocorra popu- 
ição nativa.

MTERAÇÃO COM OUTRAS ESTIRPES DE RIZÓBIO

De um modo geral, as populações nativas ou naturalizadas de rizóbio 
io muito competitivas pelos sítios de infecção nas raízes da planta hos- 
edeira, mas freqüentemente apresentam-se pouco eficientes quanto à 
BN, limitando a produtividade da leguminosa (Berg etal., 1988, Keyser 
’ al., 1984). As dificuldades relacionadas com a formação de nódulos 
or estirpes de rizóbio selecionadas (geralmente para maior eficiência da 
BN ou tolerância a fatores de estresse), quando introduzidas em solos 
ue contém populações indígenas ou naturalizadas, apresentam grande 
riportância econômica, impulsionando os estudos sobre os mecanismos 
e especificidade hospedeira e competitividade entre estirpes pelos sí- 
ds de infecção nas raízes das leguminosas.

Estudos visando compreender os mecanismos de competitividade 
atre estirpes de rizóbio presentes no solo já eram realizados há mais 
e 50 anos (Nicol & Thornton, 1941) e, ainda assim, as características 
ipazes de definir a habilidade competitiva de uma estirpe em relação 
outra não são bem compreendidas.
As dificuldades, freqüentemente relatadas em estudos dessa nature- 

i, são, pelo menos em parte, decorrentes da metodologia disponível 
ara avaliação da competitividade. Os resultados obtidos em condições 
antroladas e estéreis raramente costumam ser reproduzidos em condi- 
ães de campo. Estirpes isoladas tanto de populações dominantes como 



ECOLOGIA DAS BACTÉRIAS DIAZOTRÔFICAS NOS SOLOS TROPICAIS 45

daquelas não-dominantes de nódulos, quando avaliadas em ensaios 
estéreis, apresentam um bom desempenho quanto à competitividade, 
o que é uma situação extremamente difícil de ser compreendida a nível 
de campo (Bromfield etal., 1989; Meade etal., 1985). Além das dificul
dades metodológicas inerentes à avaliação da competitividade, Brom et 
al. (1991) sugeriram que pode haver perda de alguma característica 
genética durante o processo de isolamento do rizóbio a partir de nódu
los. À medida em que se amplia o conhecimento da ecologia dos habitats 
naturais destes microrganismos, meios de cultura apropriados poderão 
ser desenvolvidos, onde não somente a eficiência mas também a 
competitividade possam ser mantidas.

Variáveis ambientais, características intrínsecas do rizóbio e determi
nantes genéticos do hospedeiro podem contribuir para o sucesso da 
inoculação, permitindo que estirpes de rizóbio utilizadas como inocu- 
lantes ocupem uma proporção significativa dos nódulos formados 
(Bottomley, 1992). Mesmo quando a estirpe a ser introduzida é bastan
te competitiva, a população de rizóbio nativo tem sido apontada como 
o principal fator capaz de afetar a taxa de nodulação pela estirpe 
inoculante (Thies et al., 1991; Thies et al., 1992).

Alguns estudos relacionam não a diversidade de rizóbios nativos no 
solo, mas o tamanho da população rizobiana com o determinante da 
eficiência da inoculação. Existem resultados mostrando que o número 
de estirpes nativas de rizóbio representa uma barreira para o estabele
cimento de estirpes selecionadas, possivelmente levando ao insucesso 
da inoculação (Weaver & Frederick, 1974). Segundo os estudos de Thies 
et al. (199D, quando menos de 10 rizóbios nativos estão presentes por 
grama de solo, o sucesso da inoculação pode ser observado em 85% 
das áreas analisadas.

Um dos aspectos menos estudados da ecologia do rizóbio é a caracte
rização das estirpes nativas, que freqüentemente competem com as 
estirpes introduzidas para a formação de nódulos. A população nativa 
é adaptada às condições edafo-climáticas, mas a presença de plantas 
leguminosas também tem uma influência significativa na sua composi
ção. Mil duzentos e setenta e cinco isolados de Bradyrhizobium de 
nódulos de Macroptilium atropurpureum e Desmodium intortum fo
ram usados para testar a hipótese de que a heterogeneidade de tipos 
serológicos de rizóbios encontrados no solo antes do cultivo de uma 
planta hospedeira tende a diminuir, sob influência do solo, da raiz e da 
rizosfera, após cultivos sucessivos com a leguminosa hospedeira (Date 
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& Hurse, 1991). Esses autores observaram que, para cada uma das 
leguminosas estudadas, um ou dois isolados foram dominantes. A con
firmação desta hipótese indica que isolados do solo de origem da 
leguminosa têm as características de persistência e competitividade que 
são importantes para os programas de seleção de estirpe (Brockwell et 
al., 1968; Date, 1976; Thompson, 1980).

A soja, plantada numa larga extensão dos cerrados brasileiros, pode 
ser apontada como um exemplo típico do alto grau de competitividade 
de estirpes naturalizadas. No início dos anos 70, foi utilizado um 
inoculante composto das estirpes BR-29 e BR-96 de B. elkanii, o que 
garantiu, durante vários anos, a produção da soja sem a necessidade de 
adubação nitrogenada. Estudos realizados na década de 80 mostraram 
que a estirpe BR-33 de B. japonicum era capaz de aumentar o nível de 
produção de grãos em soja em até 30% (Neves etal., 1985). No entanto, 
quando se tentou introduzir a estirpe BR-33 nos solos de cerrado, veri
ficou-se que ela era incapaz de competir com as estirpes BR-29 e BR- 
96, que se encontravam bem adaptadas às condições edafo-climáticas 
prevalecentes na região (Neves et al., 1992).

A produção de bacteriocinas tem sido apontada como determinante 
da maior competitividade de uma estirpe em relação a outra. Essas 
substâncias, caracterizadas como antibióticas, apresentam efeitos 
bacteriostáticos sobre rizóbios da mesma espécie, de outras espécies e 
mesmo bactérias de outros gêneros (Hodgson et al., 1985; Triplett & 
Sadowsky, 1992). Estudos com o uso de estirpes isogênicas têm mos
trado a vantagem competitiva das estirpes produtoras de bacteriocinas 
sobre estirpes sensíveis (Triplett & Barta, 1987).

Por outro lado, é possível tirar proveito da variabilidade existente na 
população de rizóbios, como, por exemplo, resistência a fungicidas, a 
antagonismo etc., para adicionar vantagens competitivas às estirpes 
selecionadas usadas como inoculante de leguminosas, em solos con
tendo população estabelecida de rizóbios homólogos.

ADAPTAÇÃO A CONDIÇÕES ESPECÍFICAS: 
ALGUNS ESTUDOS DE CASO

As características das bactérias que determinam sua persistência e 
que estão envolvidas na adaptabilidade aos solos não são bem conhe
cidas. Além disso, a complexidade dos fatores envolvidos (desidrata
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ção, altas temperaturas do solo, acidez, baixo conteúdo de matéria or
gânica e toxicidade de manganês e alumínio), além de fatores bióticos 
do solo, torna difícil a seleção de estirpes adaptadas a condições espe
cíficas do solo nesta região.

Uma diminuição na tolerância à acidez e um aumento na resistência 
a antibióticos na população nativa de rizóbio das parcelas que recebe
ram calagem foi observada quando o feijoeiro foi plantado 5 vezes no 
mesmo local (Ramos & Boddey, 1987; Ramos etal., 1987). A tolerância 
à acidez e a resistência a antibióticos da estirpe inoculada e suas deri
vativas aclimatizadas que foram reisoladas dos nódulos formados a cada 
plantio, entretanto, não foram alteradas pela calagem. Foi observado 
também que a calagem aumentou a nodulação e a produção de grãos 
do feijoeiro, mas diminuiu a taxa de ocupação da estirpe inoculada, 
muito embora as estirpes aclimatizadas apresentassem uma tendência a 
ser mais competitivas do que a estirpe original.

A expansão da fronteira agrícola brasileira em direção aos cerrados, 
na década de 60, introduziu a soja nesse novo ecossistema. Baixa no
dulação e até mesmo falha de nodulação foram observadas nas plantas 
inoculadas com as estirpes comercialmente recomendadas para a soja 
na região sul e sudeste (Neves, 1989). O problema era mais grave nos 
primeiros anos após o preparo do solo para a agricultura e foi atribuído 
à especificidade hospedeira das cultivares adaptadas aos cerrados (Fran
co, 1981). O problema podia ser aliviado com o uso de altas doses de 
inoculante (Vargas etal., 1980), o que pode ser indicativo de problemas 
relacionados com a sobrevivência das estirpes nos solos.

Estirpes de diversas procedências foram testadas e duas selecionadas: 
BR-96, isolada na região sul pela Universidade Federal do Rio Grande do 
Sul, e BR-29, isolada no Rio de Janeiro pelo Centro Nacional de Pesquisa 
de Agrobiologia da EMBRAPA. É possível que a estirpe BR-29 seja um 
rizóbio nativo, pois foi isolado de um único nódulo formado em soja 
plantada em uma amostra de solo ácido com problema de toxicidade de 
manganês, originária de Piraí, onde a soja jamais havia sido introduzida 
(M. Nery, comunicação pessoal). Essas estirpes têm em comum a carac
terística de alta competitividade (Freire et al., 1983; Scotti et al., 1993) e 
resistência a alguns antibióticos (Scotti et al., 1982). Hoje se sabe que 
estas duas estirpes pertencem à espécie B. elkanii (Rumjanek et al., 1993). 
Usadas comercialmente como inoculantes para soja, ambas se tornaram 
naturalizadas nas áreas de produção dessa cultura em todo o Brasil.
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Aumentos na dominância da estirpe BR-40, usada como inoculante 
anteriormente, têm sido observados nas regiões produtoras dos cerra
dos: em 1970 esse serogrupo ocupava apenas 2% dos nódulos e recen
temente têm sido relatadas taxas de ocupação entre 13 e 50% (Vargas et 
al., 1993). Isolados naturalmente aclimatizados às condições prevale- 
centes nos solos dos cerrados foram recentemente selecionados: BR- 
85, pertencente ao serogrupo BR-33 e BR-8Ó (Vargas et al., 1993), 4A-5 
e 4B-53 (Scotti et al., 1993), pertencentes ao serogrupo BR-40.

Através da repetida inoculação e recuperação do rizóbio dos nódu
los, foram obtidos reisolados aclimatizados às condições dos solos dos 
cerrados, da estirpe BR-33, caracterizada como B. japonicum (Rumjanek 
etal., 1993) e considerada muito eficiente (Dõbereiner etal., 1970; Neves 
et al., 1985; Norris,1967). Os reisolados aclimatizados mantiveram as 
características de eficiência da estirpe original e não apresentaram alte
ração no padrão de tolerância a alumínio e acidez (Neves et al., 1992). 
A aclimatização da estirpe BR-33, entretanto, diminuiu a produção de 
polissacarídeos. Somente um dos reisolados teve alterado o padrão de 
resistência a antibióticos, mantendo a taxa característica de crescimen
to, mesmo quando inoculado em meio contendo concentrações sub- 
inibitórias de estreptomicina (Coutinho et al., 1995).

A caracterização genética das estirpes aclimatizadas aos solos dos 
cerrados demonstrou que o isolado BR-85 difere geneticamente da es
tirpe original (BR-33) por uma única banda de restrição. Os demais 
reisolados dessa estirpe só puderam ser discriminados da estirpe origi
nal por meio do padrão de pirólise (Coutinho et al., 1995). Alguns re
isolados derivados da estirpe BR-40 diferem da estirpe original pela 
maior intensidade de uma banda polipeptídica no padrão de proteínas 
e se tornaram mais competitivos (Scotti etal., 1993; Vargas etal., 1993). 
Esses reisolados não puderam ser discriminados pelo padrão de DNA, 
mas sim pelo padrão de pirólise (Coutinho et al., 1995).

Alterações na produção e/ou composição dos polissacarídeos foram 
as principais diferenças decorrentes da aclimatização das estirpes BR-33 
e BR-40 nos solos de cerrado (Coutinho et al., 1995), afetando a 
permeabilidade das células a antibióticos e outras substâncias, e conse- 
qüentemente modificando a tolerância aos fatores adversos do solo. A 
existência de reisolados que são mais competitivos do que as estirpes 
originais, mas sensíveis à estreptomicina, sugerem que a resistência a 
esse antibiótico não é um pré-requisito para a nodulação da soja nos 
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cerrados. Entretanto, quando comparados com a estirpe original, os iso
lados apresentaram um maior nível de tolerância ao antagonismo dos 
actinomicetos dos solos de cerrado, semelhante aos observados para as 
estirpes bem sucedidas nestes solos, BR-29 e BR-9Ó (Neves et al., 1992).

CONCLUSÕES

O conhecimento dos aspectos ecológicos ligados aos microrganis
mos diazotróficos é ainda muito fragmentado. Os rizóbios têm sido os 
mais estudados, mas mesmo assim os resultados se restringem a um 
número limitado de espécies associadas a plantas de interesse agronô
mico, geralmente obtidos em regiões subtropicais.

O estabelecimento do rizóbio no solo depende de fatores tão diver
sos como a natureza química e física do solo, a temperatura e a dispo
nibilidade de água, microflora, composição da flora de leguminosas e 
não-leguminosas, que dificilmente têm sido considerados nas tentati
vas de introdução de estirpes selecionadas. Do melhor conhecimento 
desses fatores podem resultar tecnologias que permitam sucesso na 
introdução de estirpes selecionadas. A necessidade de aumentar a contri
buição da FBN nos sistemas agrícolas e de superar limitações à FBN 
tem motivado a prospecção da biodiversidade que existe nas regiões 
tropicais. Dados coletados em solos das regiões tropicais do Brasil têm 
mostrado ser possível a adaptação de bactérias a um novo ambiente, o 
que de certa forma explica a grande diversidade nas populações de 
rizóbio que ocorrem nestas regiões. O uso de técnicas moleculares tem 
contribuído para revelar a grande diversidade de rizóbios que existe 
nestas áreas e seus relacionamentos com as leguminosas. Por outro 
lado, a possibilidade de aumentar a FBN, através de alterações genéti
cas nos microrganismos diazotróficos envolvidos, tem motivado o estu
do destas populações e suas interações com a microflora local.

O melhor conhecimento da ecologia do rizóbio nos solos das re
giões tropicais tem servido para derrubar alguns conceitos estabeleci
dos como, por exemplo, a ubiqüidade dos rizóbios tropicais do grupo 
caupi de inoculação cruzada. Este conceito, que por muitos anos indu
ziu à conclusão acerca da não necessidade de inoculação de leguminosas 
promíscuas (muitas são forrageiras ou plantas usadas para adubação 
verde) em solos tropicais, pode estar levando à insuficiente nodulação 
e à limitada contribuição da FBN nestas leguminosas.
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INTRODUÇÃO

Os fungos micorrízicos arbusculares (FMAs), durante seu ciclo de 
vida, são capazes de se associar simbioticamente a raízes de plantas, 
formando a assim denominada micorriza arbuscular. Pertencem à clas
se Zigomicotina, ordem Glomales, com três famílias Glomaceae, Acau- 
losporaceae e Gigasporaceae, cada uma com dois gêneros, Glomus e 
Sclerocystis, Acaulospora e Entrophospora e Gigaspora e Scutellospora, 
respectivamente, e cerca de 150 espécies descritas (Trufem, 1996). Tra
tando-se de um simbionte obrigatório, necessita do hospedeiro para 
poder completar seu ciclo vital, assim caracterizado: esporos de resistên
cia germinam no solo e emitem um micélio vegetativo, que ao contac
tar a raiz de um hospedeiro suscetível produz um apressório, fixando- 
se a ela. Inicia, então, o processo de colonização da raiz pelo micélio, 
que se desenvolve inter e intracelularmente e se diferencia em duas 
estruturas características, arbúsculos e vesículas. Concomitantemente, 
o micélio externo cresce no solo para além da superfície da raiz, até 
que, em determinada fase de seu ciclo, o fungo esporula e novos esporos 
são liberados (Silveira, 1992).
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A abundância e o estado fisiológico dos propágulos de FMA presen
tes no solo em uma determinada época, bem como as condições físi
cas, químicas e biológicas do solo influenciarão a magnitude dos pro
cessos envolvidos no ciclo de vida do fungo (Abbott & Gazey, 1994). 
Tais processos e fatores envolvidos na micorrização na ausência de 
competição (quando existe somente uma população de FMA) já são 
conhecidos e foram sumarizados na Tabela 1. No entanto, do ponto de 
vista ecológico, a simbiose micorrízica é uma comunidade de organis
mos, envolvendo muitos hospedeiros e diferentes fungos (Read, 199D, 
podendo ocorrer interações cujo entendimento é necessário para se 
prever o efeito de práticas de manejo sobre a colonização radicular por 
diferentes fungos, inoculados ou nativos.

Os FMAs têm grande potencial para promover o desenvolvimento 
das plantas e a agregação do solo. Entretanto, muitos fatores relaciona
dos aos processos que permitem o sucesso da micorrização por fungos 
benéficos são desconhecidos ou muito pouco estudados. Questões como 
a maneira e extensão da colonização das raízes, capacidade de espo
rulação, grau de importância de cada estrutura fúngica (hifa, esporos e 
propágulos dentro de pedaços de raízes vivas ou mortas) quanto à sua 
capacidade infectiva em relação a diferentes hospedeiros e ecossistemas, 
as relações entre colonização e esporulação e sua importância para 
formação de uma subseqüente micorriza, bem como os aspectos con
cernentes ao grau de adaptação ecológica de uma espécie a determina
da condição edáfica e planta hospedeira, aos fatores que governam sua 
distribuição, aos efeitos das interações entre fungos nativos e introdu
zidos e de FMAs com outros organismos do solo, ainda são aspectos 
pouco estudados dentro da ecologia de FMA (Abbott & Gazey, 1994). 
Contudo, entende-se que parte dessa falta de conhecimento é conseqüên- 
cia da inexistência de métodos simples e eficazes, capazes de quantificar 
e distinguir diferentes fungos colonizando a mesma raiz, o que, no 
entanto, está sendo superado com o uso de técnicas de biologia mo
lecular.

O conhecimento sobre a diversidade das populações de FMA, seu 
papel e interações com o meio abiótico e biótico são requisitos básicos 
para o estabelecimento de manejo que permita o aumento no cresci
mento da planta, a sobrevivência e persistência de espécies fúngicas 
importantes em um determinado ambiente. É imprescindível conside
rar a importância que a ecologia dos FMAs assume quando o interesse
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está no manejo agrícola e ambiental de tais fungos, visando a otimização 
dos efeitos benéficos da simbiose.

TABELA 1. Aspectos relacionados ao fungo e à planta envolvidos na micorrização.

PROCESSO ASPECTOS

Disseminação 
de propágulos

número e estado fisiológico dos propágulos

Germinação 
de propágulos

tempo necessário para maturidade e quebra
de dormência

taxa de germinação e emissão do tubo 
germinativo — fatores intrínsecos do esporo e grau 
de estímulo provocado pelo meio externo

comprimento e distribuição da hifa 
proveniente de esporos, de hifas velhas 
e de pedaços de raiz colonizada

resposta diferenciada ao grau de estímulo 
oriundo de fatores abióticos e bióticos

fatores de reconhecimento e de atração

Colonização radicular grau de susceptibilidade da raiz (hospedeiro) 
ao fungo

taxa de crescimento, distribuição e morfologia 
do micélio interno

taxa de crescimento das raízes e morfologia 
do sistema radicular do hospedeiro

resposta aos estímulos provocados por fatores 
abióticos e bióticos

Formação do micélio 
externo

comprimento e distribuição da hifa no solo 

resposta a fatores abióticos e bióticos

Esporulação número de propágulos e tempo de produção 
em função do estádio da colonização 
e das características intrínsecas (genéticas) 
da espécie fúngica

resposta a fatores abióticos e bióticos do meio
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OCORRÊNCIA E DIVERSIDADE DE FMAS

A maioria das plantas (70%) é suscetível à formação de micorriza ar
buscular, que ocorre em quase todas as famílias de plantas, com exceção 
das que formam ectomicorriza, Pinaceae e Cupuliferae, das que pos
suem associações específicas, Ericales e Orquidaceae, e de algumas fa
mílias das monocotiledôneas e das dicotiledôneas, como Brassicaceae.

Os FMAs são de ocorrência generalizada em todos os ambientes ter
restres, predominando nas regiões áridas e semi-áridas e nos solos com 
baixo teor de matéria orgânica (Allen et al., 1995). Entretanto, vários 
fatores concorrem para sua redução ou eliminação de um determinado 
ambiente: sistema de cultivo, sistema de produção — monocultura, cul
tivo de planta não-hospedeira, sucessão de culturas, pousio prolonga
do, eliminação da vegetação — desmatamento, fogo, poluição, erosão, 
compactação, inundação, uso de fertilizantes em quantidades excessi
vas, uso de agrotóxicos sistêmicos (Abbott & Robson, 199D-

A ocorrência, diversidade e dinâmica de FMAs no solo, e conse- 
qüentemente a formação da associação micorrízica, estão sujeitas a vários 
fatores abióticos e bióticos, conforme a Tabela 2.

Informações sobre a diversidade e a dinâmica de fungos micorrízicos 
em condições de campo são decorrência de estudos qualitativos e quan
titativos de esporos e da quantidade de colonização radicular. Porquan
to a abundância de esporos no solo não seja indicativa da quantidade 
de colonização e nem mesmo dos efeitos da simbiose, tais informações 
isoladamente não são essenciais, mas complementares, contribuindo 
em parte para o entendimento da simbiose.

Estudos ecológicos que visam estudar a diversidade de FMAs no 
nível de espécies são baseados na extração de esporos, o que possui 
duas limitações: 1) a ausência de esporos não indica necessariamente a 
ausência do fungo, pois existe um espaço de tempo entre a coloniza
ção e a esporulação e 2) muitos FMAs não podem ser identificados com 
precisão a partir de esporos coletados no campo, pois a taxonomia é 
baseada nas características morfológicas do esporo e hifa de sustenta
ção, que nem sempre estão intactas. Portanto, a avaliação de esporos 
fornece apenas alguma informação sobre dispersão, distribuição de 
espécies e evidência sobre as interações entre fungos em uma determi
nada comunidade de plantas. Assim, uma vez colonizando a raiz, é 
difícil diferenciar espécies fúngicas somente pelo aspecto morfológico,
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TABELA 2. Fatores abióticos e bióticos que interferem na ocorrência de fungos 
micorrízicos arbuscu lares.

TIPO COMPONENTE FATORES

ABIÓTICOS Solo textura, estrutura, umidade, 
fertilidade, pH, poluição, 
salinidade, elementos tóxicos

Meio ambiente temperatura, luminosidade, 
poluição atmosférica, precipitação 
pluviométrica, estação do ano

Manejo forma de cultivo, suscetibilidade 
à erosão, fogo, pousio, 
compactação, desmatamento, 
irrigação, drenagem, adubação 
e correção, controle de pragas, 
doenças e ervas daninhas, 
pastagem, agrotóxicos

BIÓTICOS Planta cobertura vegetal, idade, ciclo, 
diversidade, nutrição, sistema 
radicular, exsudação radicular, 
produção de substâncias 
alelopáticas

Outros organismos antagonistas, organismos sinérgicos

o que dificulta os estudos de variação sazonal da micorrização, de 
interações intra e interespecíficas e de sobrevivência e persistência de 
fungos inoculados ou não. Nos estudos de distinção de FMAs dentro da 
raiz estão sendo empregados métodos morfológicos, imunológicos e 
moleculares que, na verdade, são complementares e devem ser usados 
em conjunto nos estudos de ecologia (Morton & Bentivenga, 1994). 
Abstendo-se dos detalhes, que não cabem neste capítulo, os principais 
métodos empregados são:

Morfológicos — Possibilitam discriminar FMAs dentro da raiz atra
vés da morfologia de hifa (padrão de crescimento e diâmetro) e de 
vesículas (Lopez-Aguillar & Mosse, 1987; Sainz et al., 1990). Entretanto, 
a morfologia pode se alterar com o hospedeiro, com a idade das raízes 
em uma mesma planta e com o fornecimento de fósforo (P). Têm sido 
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usados para monitorar a inoculação de fungo no campo (Abbott et al., 
1983), estudar a competição entre fungos durante o processo da coloni
zação (Pearson et al., 1993) e quantificar a atividade de fungos de dife
rentes morfologias no campo (Scheltema et al., 1987).

Isozimas - Fornecem evidências sobre o grau de competição entre 
fungos no processo de colonização radicular (Hepper etal., 1988), para 
fungos que apresentem hifas internas similares.

Imunológicos - Empregados na identificação de fungos dentro da 
raiz (Wright & Morton, 1989) ou de hifa e esporos de diferentes espé
cies do mesmo gênero ou não (Sanders et al., 1992).

Técnicas moleculares - Permitem identificação e quantificação pre
cisa do fungo colonizando a raiz (Simon et al., 1992), facilitando estu
dos de diversidade e dinâmica da colonização por diferentes FMAs no 
campo.

Qualquer perturbação no solo em um ecossistema natural, desde um 
simples cultivo até um processo de degradação erosiva, poderá modifi
car a dominância de uma espécie fúngica na formação da micorriza. À 
medida em que a severidade da perturbação do ecossistema aumenta, 
a diversidade de FMAs diminui. Em solo submetido à erosão simulada, 
por exemplo, houve uma queda de 35% na colonização radicular e no 
número de esporos, não havendo, no entanto, alteração acentuada na 
composição da comunidade de fungos micorrízicos do solo (Silva et 
al., 1992).

A manutenção de diversidade de FMA no solo é vantajosa, pois per
mite que algum fungo favorável passe a dominar se as condições do 
solo mudarem. Portanto, a diversidade de FMAs está atrelada às condi
ções estritas do ambiente, e a intensidade da perturbação (manejo) pode 
determinar a predominância de fungos eficientes e infectivos, o que é 
essencial para se prever quais fungos são mais prováveis de serem fa
vorecidos em um solo e hospedeiros em particular. A calagem do solo, 
por exemplo, pode alterar a composição de FMAs nativos, favorecendo 
populações mais eficientes.

A distribuição e abundância de FMAs também é função do pH do 
solo (Porter et al., 1987a,b), o que determina a ocorrência de certas 
espécies em meios edáficos específicos. Assim, FMAs já foram encon
trados em solos com pH variando de 2,7 a 9,2, com diferenças qualita
tivas de um local para outro. Por exemplo, espécies do gênero Gigaspora 
normalmente são mais abundantes em solos de pH baixo.
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Os FMAs são particularmente importantes em condições edáficas es- 
tressantes, como solos ácidos e distróficos, como a grande parte dos 
solos das regiões tropicais. A baixa disponibilidade de nutrientes, alia
da à baixa mobilidade de nutrientes importantes como P, Cu e Zn, fa
zem da micorrização uma condição imprescindível ao desenvolvimen
to vegetal nestas condições. Além disso, plantas com sistema radicular 
pouco ramificado e escasso em pêlos absorventes apresentam acentua
do micotrofismo, ou seja, dependem da associação com fungos micor
rízicos para absorverem nutrientes e garantirem o crescimento (Baylis, 
1975).

Allen et al. (1995) apontam que a diversidade de FMAs não segue a 
de plantas, ou seja, pode haver abundância de populações de FMAs na 
presença de poucas espécies vegetais ou vice-versa. No entanto, a micor
riza pode regular a comunidade de plantas de um determinado am
biente, pois qualquer mudança na comunidade de FMAs pode acarre
tar alteração na composição da comunidade de plantas (Giovannetti & 
Gianinazzi-Pearson, 1994) e vice-versa, a comunidade de plantas afeta 
a composição de fungos (Sanders & Fitter, 1992). Deste modo, o mane
jo agrícola pode atuar como força de seleção das populações de FMAs. 
Como se sabe, monocultura e sistema intensivo de manejo reduzem 
drasticamente a quantidade e a diversidade de FMAs.

Um enfoque interessante no estudo e avaliação da biodiversidade de 
FMAs é proposto por Giovannetti & Gianinazzi-Pearson (1994). Basea
do no fato de serem biotróficos obrigatórios e na conseqüente dificul
dade de se obter informações sobre a genética desses fungos, os auto
res consideram que os aspectos morfológicos, biológicos e moleculares 
são fontes de variabilidade dos FMAs e devem ser analisados nesses 
estudos. A Tabela 3 resume os principais atributos que concorrem para 
a diversidade desses fungos.

DISPERSÃO E DISSEMINAÇÃO

Já é bastante conhecido o fato de os fungos micorrízicos arbusculares 
serem de distribuição cosmopolita e de ampla ocorrência, sendo que 
seus propágulos, principalmente esporos, são encontrados nos mais 
diversos ecossistemas terrestres, como solos agrícolas, florestas, dunas 
e deserto, e em todas as classes de plantas, tanto terrestres como aquá
ticas (Silveira, 1992).
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TABELA 3. Fontes da biodiversidade de fungos micorrízicos arbusculares (baseado 
em Giovannetti & Gianinazzi-Pearson, 1994).

CARACTERÍSTICAS ASPECTOS 
ABORDADOS

PARÂMETROS
DE DIVERSIDADE

MORFOLÓGICAS esporos ocorrência, tamanho, formato e cor 
do esporocarpo
ocorrência e características do 
perídium
cor, tamanho e forma do esporo

citoquímica e 
ultra-estrutura da parede 
padrão de colonização

número, cor, espessura e 
ornamentação da parede do esporo 
forma e tipo de inserção da hifa de 
sustentação
composição (polímeros) da parede 
do esporo e da hifa
morfologia do micélio interno 
estruturas típicas: arbúsculos, 
vesículas e células auxiliares

BIOLÓGICAS ontogenia de esporos características da formação 
de esporos e esporocarpos

germinação de esporos padrão de germinação e quantidade 
de micélio produzido
dormência
influência de fatores bióticos
e abióticos

infectividade nível e forma de colonização 
radicular
fatores que afetam a colonização: 
germinação do esporo, formação do 
apressório, pontos de infecção, 
espécie de fungo, hospedeiro

eficiência simbiótica grau de eficiência do micélio na 
absorção e translocação de nutrientes 
(fósforo)
taxa de troca de carbono-fósforo 
durante a simbiose

biogeografia, 
requerimentos 
edáficos e tolerância 
ambiental

distribuição das espécies e fatores 
que interferem na ocorrência 
e diversidade
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CARACTERÍSTICAS ASPECTOS 
ABORDADOS

PARÂMETROS 
DE DIVERSIDADE

MOLECULARES perfil de proteínas

polimorfismo 
de isoenzimas

análise de DNA

quantidade e padrão eletroforético 
de proteínas e polipeptídeos em 
esporos
identificação serológica a partir
de proteínas isoladas

variação do padrão de isoenzimas 
entre espécies e isolados, em esporos 
e raízes

variabilidade genética e filogenética

A descoberta de plantas-fósseis com estruturas semelhantes às for
madas por FMA datadas de milhões de anos, sugere que foram larga
mente disseminados entre os continentes (Hetrick, 1984).

A disseminação ativa de FMA, que diz respeito ao crescimento do 
micélio através do solo, varia para cada espécie de fungo e depende de 
fatores ambientais externos. Assim, a velocidade de alastramento do 
micélio no solo sofre a influência de:
a) grau de competição entre as populações de FMAs nativas e introdu
zidas;
b) presença de plantas suscetíveis ou não à micorrização, o que pode 
determinar a qualidade e quantidade de populações de FMA no solo;
c) espécie da planta e tipo de sistema radicular, pois plantas com ex
tenso sistema radicular possuem pequena densidade radicular e redu
zida taxa de disseminação do micélio;
d) fertilidade do solo, flutuação sazonal da umidade e temperatura e 
atividade microbiana.

A disseminação passiva de FMA ocorre pela ação do vento, da água, 
de outros microrganismos e animais. A ação de animais, principalmen
te roedores (ratos e camundongos), como vetores, ocorre pela ingestão 
de esporos ou mesmo esporocarpos, que, mesmo passando pelo siste
ma digestivo do animal, permanecem intactos e capazes de germinar 
(Rabatin & Stinner, 1988). Há casos descritos na literatura de vetores 
como gafanhotos, grilos, coelhos, minhocas, formigas e pássaros que 
também podem disseminar esporos, translocando-os do interior para a 
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superfície do solo, o que favorece sua posterior dispersão pelo vento. 
A disseminação de FMA por animais parece ser determinante na reve- 
getação de áreas degradadas ou que sofrem atividade vulcânica. Final
mente, a atividade humana, transportando solo aderido a ferramentas e 
equipamentos agrícolas, plantas e sementes, facilita a disseminação de 
esporos.

GERMINAÇÃO DE ESPOROS

O fato de os FMAs serem biotróficos obrigatórios, ou seja, não se 
multiplicarem na ausência do hospedeiro, torna escassos os estudos 
sobre a ecofisiologia da germinação de esporos. A germinação de esporos 
de FMA pode, na verdade, ser muito mais influenciada por fatores físi
cos e químicos do ambiente e por microrganismos do solo do que pela 
presença ou não da planta hospedeira. Além disso, as técnicas envolvi
das nesses estudos, realizados na maioria in vitro, ficam limitadas à 
transferência de inóculo asséptico, esporos ou fragmentos de raiz colo
nizada para placas com meio de cultura ou outro substrato (solo ou 
areia). Muitos destes estudos, na verdade, têm como objetivo o cultivo 
axênico de FMA, contribuindo, no entanto, para o entendimento sobre 
os fatores ecológicos que regem a germinação de esporos.

Se por um lado a germinação é um processo pouco estimulado por 
fatores do meio, por outro lado a emissão do tubo germinativo e o 
crescimento micelial subseqüente são efetivamente estimulados por di
versos fatores. Tais fatores, que afetam a germinação e o crescimento 
micelial assimbiótico de FMAs, serão discutidos a seguir.

Fatores Nutricionais
Um grande número de fatores nutricionais tem sido estudado em 

cultura axênica, verificando-se, entretanto, que poucos exercem efeito 
benéfico ou estimulante, não causando, na maioria, nenhum efeito ou 
inibição. Esporos de FMA são capazes de germinar em água ou em 
ágar. Entretanto, compostos orgânicos, como açúcares e ácidos, podem 
inibir ou estimular o crescimento micelial, dependendo da concentra
ção (Silva, 1990). Alguns ácidos orgânicos, como oxalacético, pirúvico, 
acético, cítrico e tartárico estimulam a germinação e o crescimento da 
hifa, enquanto outros, como aspártico, succínico e málico, reduzem.
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Carboidratos, principalmente glicose, apresentam efeito detrimental, en
quanto sacarose pode favorecer o crescimento micelial. Alguns poucos 
aminoácidos, em particular cistina, lisina e glicina estimulam o cresci
mento, enquanto a maioria deles, bem como os que compõem os 
exsudatos radiculares, são inibitórios ou pouco influenciam esse cresci
mento. Algumas vitaminas e cofatores também apresentam efeito esti
mulante. É interessante salientar, no entanto, que substratos complexos 
como exsudatos e extratos de raiz, extrato de levedura, peptona, extra
to de solo e dialisado de sementes promovem aumentos significativos 
na germinação e no crescimento micelial (Siqueira & Hubbell, 1986; 
Elias & Safir, 1987).

Compostos inorgânicos são predominantemente inibidores da ger
minação. Sais de N, K, Na, Al, Cu, Zn, Mn e Cl podem inibir o cresci
mento micelial. Pelo menos para o Mn, Cu e Zn já se demonstrou que 
o efeito sobre a germinação é fungistático. O fósforo também afeta o 
crescimento, mas de forma variável em função da fonte, concentração 
e pH. A disponibilidade de P no solo pode afetar a germinação e o 
crescimento inicial da hifa (Miranda & Harris, 1994), sendo que, por 
exemplo, a adição de fosfato de cálcio ao meio estimula a germinação. 
O N não apresenta efeito sobre a germinação e pode inibir o cresci
mento do tubo germinativo, enquanto fontes de S, sulfitos e meta- 
bissulfitos, apresentam efeito estimulatório sobre o crescimento micelial. 
Estudos in vitro têm mostrado que compostos inorgânicos podem cau
sar modificações morfológicas no micélio, como aumento de ramifica
ções e do número de tubos germinativos por esporo, além de alterar a 
intensidade da corrente citoplasmática do micélio. Na verdade, há ne
cessidade de um balanceamento adequado dos nutrientes para que a 
germinação seja estimulada.

PH
O pH é um dos fatores edáficos de maior importância, principalmen

te nos solos tropicais distróficos, uma vez que altera a solubilidade do 
Al, Fe, Mn, Cu e Zn, que em níveis tóxicos podem reduzir a germinação 
de esporos e o crescimento do tubo germinativo (Lambais & Cardoso, 
1989). A intensidade de redução ou inibição depende do grau de adap
tação da espécie fúngica ao pH do meio, que afeta mais a germinação 
do que o crescimento do tubo germinativo. A natureza do fator fun- 
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gistático do solo ácido parece ser devida principalmente ao íon H+ ou 
ao Al+3. Assim, aumento na quantidade de Al em solução pode reduzir 
drasticamente a germinação de esporos e o crescimento do tubo germi- 
nativo, como observado na Fig. 1, sendo que a intensidade varia com a 
espécie de fungo.

O pH ótimo para a germinação difere para cada espécie de FMA e 
está relacionado ao pH do ambiente no qual a espécie é nativa, ou seja, 
ecologicamente adaptada. Considera-se que, no geral, os gêneros Gigas
pora, Scutellospora e Acaulospora preferem pH mais ácido, de 4 a 6, 
enquanto Glomus, na faixa de 6 a 8, ou seja, os primeiros apresentam 
maior tolerância a pH ácido. Além disso, Gigaspora germina em uma 
ampla faixa de pH, enquanto Glomus, em uma faixa mais estreita.

• G. margarita
* S. gilmorei
A G. macrocarpum
— CTG
— GERM.

FIGURA 1. Variação percentual média da germinação dos esporos e do crescimento 
do tubo germinativo de FMAs, em diferentes concentrações de alumínio (extraído de 
Lambais & Cardoso, 1989).

Temperatura
A faixa de temperatura ótima para a germinação é variável com a 

espécie fúngica e determinada pela sua adaptação ecológica. No geral, 
espécies adaptadas a ambientes tropicais e subtropicais germinam me
lhor entre 25 a 30°C, enquanto as espécies de ambiente de clima tem
perado, entre 18 a 20°C. O crescimento micelial parece ser pouco sen
sível às variações de temperatura.
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Potencial Hídrico
A umidade é um fator importante, principalmente no início do pro

cesso de germinação. A sensibilidade ao potencial hídrico do solo varia 
com o gênero ou a espécie. Glomus germina melhor com a umidade do 
solo variando entre a saturação e a capacidade de campo; Gigaspora, 
por sua vez, é mais sensível e apresenta baixos níveis de germinação e 
de crescimento do tubo germinativo em baixos potenciais de água do 
solo. A relação O2/CO, geralmente não apresenta efeito sobre a germi
nação, mas um aumento na concentração de CO2 pode reduzir o cres
cimento de hifas, que também são sensíveis a baixos potenciais de 
água e baixas tensões de O,.

Fatores Bióticos
O impacto da biota do solo sobre a germinação de esporos pode ter 

efeitos contrastantes, desde sua supressão em solos não-esterilizados, 
devido à presença de microbiota antagônica, até mesmo o estímulo por 
bactérias da rizosfera ou por filtrados livres de células de sua cultura. 
Também podem ocorrer interações específicas entre Streptomyces e di
ferentes FMAs (Tylka et tf/., 1991). Microrganismos rizosféricos também 
podem inibir a germinação de esporos de FMA (Calvet et al., 1992) ou 
retardá-la, devido à produção de antibióticos por isolados de Pseudo
monas (Paulitz & Linderman, 1989).

Diversas espécies de fungos da classes Chytridiomicetos e Deute- 
romicetos são hiperparasitas de FMAs. O uso de antibióticos no meio 
ou na desinfestação superficial de esporos, para cultivo, pode reduzir a 
germinação e crescimento do tubo germinativo. Da mesma forma, a 
aplicação de fungicidas reduz a viabilidade de esporos.

Fatores Intrínsecos ao Esporo
A idade do esporo pode ser um fator determinante para a germina

ção, assim como o período de dormência, que pode variar desde pou
cas semanas até diversos meses. Assim, a baixa germinação de esporos 
pode estar associada a barreiras estruturais e dormência, devido à pre
sença de auto-inibidores e/ou desbalanços nutricionais, que bloque
iam ou modificam processos bioquímicos envolvidos na germinação. A 
viabilidade e a quebra de dormência podem estar relacionadas à tem
peratura e ao período de armazenamento do esporo.
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Fatores Inerentes à Planta
A presença de suspensão de células vegetais pode aumentar a ger

minação e estimular a ramificação e o crescimento micelial (Paula, 1988). 
O crescimento assimbiótico de FMA in vitro ainda pode ser estimulado 
por exsudados radiculares, pela presença de calos, extratos de células 
ou compostos estimulantes do crescimento e de raízes intactas (Paula, 
1988; Becard & Piché, 1989; Elias & Safir, 1987). Substâncias químicas 
de origem vegetal, flavonóides e isoflavonóides, também aumentam a 
germinação de esporos e o crescimento inicial da hifa (Gianninazzi- 
Pearson et al., 1989; Tsai & Phillips, 1991), o que ainda pode ser incre
mentado com o enriquecimento do meio com CO,. No entanto, é inte
ressante notar que os esporos de FMA germinam na ausência total de 
raízes, na presença de plantas não-hospedeiras e até mesmo ecto- 
micorrízicas, o que reflete a adaptação desses fungos a uma extensa 
gama de hospedeiros, ou melhor, falta de especificidade.

COLONIZAÇÃO, MICÉLIO EXTERNO E ESPORULAÇÃO

A colonização radicular e a subseqüente esporulação são influencia
das por fatores ambientais do hospedeiro e do fungo e estão bastante 
relacionadas, sendo que os que estimulam ou inibem a colonização 
também o fazem em relação à esporulação.

A quantidade e os tipos de propágulos de FMA no solo afetam o 
processo e a dinâmica da colonização radicular. Segundo Abbott & Gazey 
(1994), para se entender e obter um modelo do processo de coloniza
ção não se pode excluir os efeitos do solo e das condições do ambiente 
sobre o crescimento da hifa a partir dos propágulos, colonização 
radicular, esporulação e formação de outros propágulos e o crescimen
to do micélio externo, além dos aspectos relacionados à dormência e à 
maturidade do esporo, susceptibilidade da raiz à infecção e a relação 
C/P da planta hospedeira.

Fatores Abióticos
Entre os vários fatores que interferem no estabelecimento da micorriza, 

o solo desempenha o papel mais importante. Variações nos níveis de 
pH, umidade, salinidade e, principalmente, de fertilidade afetam de 
forma drástica os processos de infecção, colonização e esporulação.
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No geral, constata-se que o máximo de colonização e esporulação 
ocorre em condições de baixa fertilidade do solo, podendo acontecer, 
no entanto, com menor freqüência em solos muito férteis com plantas 
exibindo alto grau de colonização. O efeito da concentração de P dis
ponível na solução do solo sobre a ecologia de FMA ainda é um aspec
to controvertido. Quando aplicado em doses elevadas, além de reduzir 
a colonização das raízes, ou mesmo inibi-la, também diminui o micélio 
externo e a esporulação, o que entretanto não é regra, pois também se 
observa efeito neutro ou contrário. Outro aspecto a ser considerado diz 
respeito à fonte de fosfato, que, devido a diferenças na solubilidade, 
afeta de forma diferente os FMAs (Fig. 2). Não se sabe exatamente 
como o P interfere na colonização das raízes, mas sabe-se que mecanis
mos genéticos, bioquímicos e fisiológicos estão envolvidos (Cooper, 
1984; Lambais & Mehdy, 1993). Altos níveis de N podem reduzir a co
lonização, sendo que o grau de inibição depende também da forma de 
N aplicada, pois a amoniacal é mais inibitória que a nítrica. Embora 
altos níveis de P e N no solo inibam ou reduzam a colonização radicular 
e a esporulação, é principalmente o estado nutricional da planta, e não 
a fertilidade do solo, que determina o grau de colonização e formação 
de esporos. Existe correlação negativa entre a porcentagem de coloni
zação e a concentração de Zn, Fe e Cu no solo. Além disso, o Al e Mn 
podem inibi-la, sendo o Al cinco vezes mais potente que o Mn. O efeito 
do Al é ilustrado na Fig. 3, onde também se observa que o genótipo da 
planta hospedeira pode influenciar na colonização e esporulação.

A acidez do solo pode afetar o processo de colonização das raízes 
(Lambais & Cardoso, 1988; Maluf et al., 1988). A intensidade com que 
o pH afeta a colonização radicular depende da espécie ou isolado do 
fungo, bem como da combinação fungo-hospedeiro (Fig. 4). No geral, 
os gêneros Gigaspora, Scutellospora e Acaulospora apresentam maior 
colonização em valores de pH mais baixos, enquanto Glomus, em va
lores próximos ao neutro ou alcalino.

Fatores do solo, como textura e grau de compactação, podem afetar 
tanto a colonização como a esporulação de FMA (Primavesi etal., 1988).

O desenvolvimento e distribuição das hifas externas de FMAs variam 
com o tipo de solo, planta hospedeira e a espécie de FMA (Sylvia, 
1992). Assim como ocorre com o micélio interno, baixo nível de P dis
ponível no solo estimula o crescimento de hifas externas, enquanto 
altos níveis o inibem (Abbott et al., 1984).
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FIGURA 2. Colonização 
radicular (A) e número de 
esporos (B) de Glomus 
etunicatum, em plantas 
cítricas adubadas com doses 
crescentes de fosfato 
solúvel e fosfato de rocha 
(extraído de Antunes 
& Cardoso, 1991).

Características do solo como pH, concentração de Cu, teor de maté
ria orgânica e umidade também podem afetar o micélio extra-radicular.

Tanto a colonização como a esporulação são favorecidas quando a 
umidade do solo é inferior à capacidade máxima de retenção de água 
(Sieverding, 1981). O máximo de colonização e esporulação foi obser
vado quando 60% do VTP (volume total de poros do solo) estava pre
enchido com água, o que, entretanto, depende do nível de P disponível 
no solo (Paula & Siqueira, 1987). A colonização também é influenciada 
qualitativa e quantitativamente pela concentração de O, na atmosfera 
do solo.

Existe uma variação considerável no grau de resposta de cada espé
cie de FMA e da combinação fungo-hospedeiro à temperatura, sendo 
que, em geral, há um aumento na porcentagem de colonização e espo
rulação ao redor de 30°C. Na verdade, há uma temperatura ideal para a 
formação de cada estrutura fúngica. A influência da intensidade lumi-
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FIGURA 3. Número de esporos de Glomus sp. e colonização radicular de plantas 
de trigo, cultivares Anahuac (sensível) e IAC-5 (tolerante ao Al), cultivadas em um latossolo 
vermelho escuro argiloso, com adição de doses crescentes de calcáreo (extraído de Silva 
etal., 1994).

nosa sobre a colonização é conflitante. Comumente se associa maior 
colonização radicular com alta luminosidade, mas é possível ocorrer 
uma rápida e extensa colonização sob baixa luminosidade (Furlan & 
Fortin, 1978). O tipo de estrutura fúngica formada também pode ser 
alterada pelo grau de sombreamento, ou seja, baixa intensidade de luz 
pode aumentar o número de arbúsculos e diminuir o de vesículas. A 
luminosidade também afeta indiretamente a colonização, através de 
seu efeito na fotossíntese e metabolismo do hospedeiro. Já foi observa
do que aumento na intensidade luminosa e no fotoperíodo (doze horas 
ou mais) aumentam a colonização, havendo interação entre estes dois 
fatores. A intensidade luminosa apresenta efeito menos pronunciado 
sobre a esporulação. Há um pico de esporulação geralmente no verão, 
que pode estar relacionado ao clima e à cultura.
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H Sem calagem 
(pH 5,0)

O Com calagem 
(pH 6,5)

FIGURA 4. Colonização radicular de duas cultivares de leucena, tolerante e sensível ao 
alumínio, cultivadas em solo com e sem calagem, colonizadas por FMAs nativos (NAT), 
Glomus macrocarpum (GM) e Glomus leptotichum (GL) (extraído de Maluf et a!., 1988).

O tipo de manejo agrícola, monocultura, pousio, cultivo com plantas 
não micorrízicas, erosão, rotação de culturas, cultivo extensivo, pesa
das aplicações de fertilizantes e agrotóxicos, pode reduzir drasticamen
te a colonização e a esporulação de FMA.

Os efeitos dos agrotóxicos dependem do modo de ação, dose e fre- 
qüência de aplicação. Geralmente, os herbicidas não são inibitórios, e, 
ao contrário, alguns estimulam a colonização; nematicidas e inseticidas 
não causam efeito, enquanto os fungicidas são na maioria inibitórios, 
principalmente os sistêmicos.

Fatores Bióticos

Planta hospedeira
A presença ou não da planta hospedeira desempenha papel impor

tante na colonização e subseqüente esporulação. Plantas consideradas 
não micorrízicas, como Chenopodiáceas e Crucíferas podem ser colo
nizadas na presença de plantas hospedeiras. No entanto, a presença de 
plantas não-hospedeiras pode reduzir a colonização de hospedeiras, 
provavelmente devido à exsudação de algum composto tóxico. Além 
disso, há evidência de competição entre plantas micorrízicas, que apre
sentam redução na colonização quando cultivadas em conjunto, prova
velmente devido ao aumento na quantidade de raiz disponível para 
colonização.
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Embora os FMAs tenham uma larga gama cie hospedeiros, existem 
associações preferenciais entre a planta e certas espécies de fungo que 
podem refletir em maior estímulo no crescimento, colonização radicular 
mais extensa e esporulação mais abundante, apesar de não haver ne
cessariamente correlação entre eles. O genótipo de ambos tem influên
cia sobre o grau de colonização das raízes, bem como sobre o desem
penho da simbiose.

A expressão de genes presentes na planta e no fungo, sob ação do 
ambiente, resulta em eventos bioquímicos e morfológicos que determi
nam a colonização radicular. Os flavonóides, fatores químicos ativos 
originados da planta, estimulam a colonização radicular. Estas substân
cias estimulantes de FMAs são usadas comercialmente como aditivo 
para solo, e visam contribuir para otimizar os efeitos benéficos de fun
gos inoculados e/ou nativos para o desenvolvimento da cultura, e re
duzir o impacto do uso de insumos sobre o ambiente.

Em geral, os fatores que determinam melhor crescimento da planta 
também influenciam a colonização e esporulação. Assim, poda e desfo- 
liação são fatores que contribuem para diminuir a colonização e espo
rulação. O processo de esporulação geralmente aumenta após o perío
do de intenso crescimento radicular e/ou na maturidade e senescência 
do hospedeiro. Fatores ligados à planta hospedeira, tais como a espé
cie vegetal e a produção de produtos fotossintetizados, também inter
ferem no desenvolvimento do micélio externo. Outras características 
do hospedeiro, como estado nutricional, ciclo e taxa de crescimento 
podem interferir.

FMA
Existe uma variação sazonal na colonização radicular, o que depen

de de cada espécie de fungo (Balota, 1990). A dinâmica da formação da 
micorriza é característica de cada fungo, devido a diferenças no cresci
mento da hifa e à capacidade do fungo em usar o substrato carbônico 
da raiz do hospedeiro (Pearson & Jakobsen, 1993).

O conhecimento sobre a natureza das relações entre colonização e 
esporulação (ou formação de propágulos infectivos) se restringe a pou
cos fungos obtidos individualmente (Gazey et al., 1992).

Dentro de limites, aumento na densidade de inóculo resulta em au
mento na colonização. Entretanto, o mais importante é que alta densi
dade de inóculo pode determinar uma colonização mais precoce, o 
que é desejável principalmente para plantas de ciclo curto.
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A influência de uma mistura de espécies de FMAs sobre a coloniza
ção e esporulação ainda não está totalmente elucidada, como já foi 
comentado, devido à similaridade morfológica das estruturas formadas 
por estes fungos. Só é possível diferenciar espécies ou gêneros que 
produzam estruturas morfologicamente distintas, como, por exemplo, 
Gigaspora de Glomus, já que o primeiro não produz vesículas. Em um 
inóculo misto, uma espécie pode ser mais competitiva e agressiva, co
lonizando mais precoce e abundantemente a raiz. Diferenças na habi
lidade competitiva entre espécies também podem ser atribuídas ao grau 
de adaptação da espécie a condições específicas do solo.

Biota do solo
Uma vez o esporo germinado, enquanto a hifa se desenvolve em 

direção à raiz do hospedeiro, o FMA interage com rizobactérias, muitas 
delas habitantes naturais da risosfera, podendo ocorrer tanto redução 
como estímulo no crescimento da hifa e colonização, facilitando ou 
não o estabelecimento da simbiose. A micorrizosfera, ao mesmo tempo 
em que exerce efeito seletivo sobre a atividade microbiana no solo 
circunjacente, como conseqüência da alteração na exsudação radicular, 
também é influenciada por esta mesma biota: actinomicetos podem 
aumentar a colonização radicular (Ames, 1989); diferentes isolados de 
Pseudomonas spp. do grupo fluorescente podem estimular ou diminuir 
a colonização, dependendo do fungo (Silveira et al., 1995); pode ocor
rer diminuição na colonização causada por Streptomyces griseoviridis 
(Wyss et al., 1992). No caso de fungos ectomicorrízicos, há bactérias 
intimamente associadas ao fungo, denominadas “mycorrhization helper 
bactéria” (MHB), que desempenham um papel positivo na formação e 
desenvolvimento da micorriza (Garbaye & Bowen, 1989). Da mesma 
forma, existem as rizobactérias promotoras do crescimento das plantas 
(RPCPs), representadas principalmente pelas pseudomonas fluorescentes 
e bacilos, que promovem o crescimento das plantas estimulando o es
tabelecimento e funcionamento da micorriza arbuscular.

O crescimento do micélio interno do FMA pode sofrer uma compe
tição direta por outros organismos que colonizam também a raiz, como 
nematóides e fungos patogênicos, ocorrendo competição por espaço 
físico (Muchovej et al., 1991).

Animais do solo também podem reduzir a colonização das raízes, 
devido a processo físico de dano mecânico ao micélio externo (Kaiser 
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& Lussenhop, 1991), ou estimular o crescimento do fungo (Harris & 
Boerner, 1990). O desenvolvimento do micélio externo é bastante vulne
rável a danos causados pela fauna do solo, que causa ruptura da hifa, 
que pode até ser ingerida pelo animal, limitando o desenvolvimento do 
micélio ou desconectando-o do micélio interno (Fitter & Garbaye, 1994). 
Poucos estudos descrevem os efeitos da biota do solo sobre o micélio 
externo, especulando sobre a possibilidade de actinomicetos estarem 
envolvidos na inibição do crescimento das hifas externas e de que Co- 
lembolas se alimentariam dessas hifas.

Os esporos também estão vulneráveis ao parasitismo por outros or
ganismos do solo, principalmente fungos (Paulitz & Meyer, 1986) e ameba 
(Boyetchko & Leveari, 1991). O hiperparasitismo tem o papel de regu
lar a dinâmica da população de esporos de FMA.

INTERAÇÕES ENTRE FMA
E OUTROS ORGANISMOS HABITANTES DA RAIZ

Interações de FMA e outros organismos colonizadores da raiz dizem 
mais respeito a um efeito da simbiose micorrízica do que propriamente 
do fungo. Como o capítulo deve ater-se aos assuntos relacionados à 
ecologia do FMA e não da simbiose, somente aspectos gerais de tais 
interações serão abordados.

Interações com Patógenos
Os mecanismos envolvidos nas interações entre FMA e patógenos são 

geralmente de antagonismo e incluem proteção física, interações quími
cas e efeitos indiretos (Fitter & Garbaye, 1994), com significativa redução 
da doença. Efeito positivo da inoculação de FMA em detrimento de do
enças causadas principalmente por Phytophthora, Rhizoctonia, Fusarium 
e Pythium é muito bem documentado em várias culturas (Zambolim, 
1984). Nas interações entre FMAs e fitonematóides observa-se que o an
tagonismo entre ambos ocorre dentro da raiz, havendo inibição do de
senvolvimento e reprodução do nematóide, devido principalmente a um 
efeito de competição por espaço físico. Entretanto, a presença do nema
tóide pode diminuir a esporulação do FMA. As interações nesse caso são 
altamente específicas e dependem do grau de susceptibilidade do hos
pedeiro ao fungo e do nível de P no solo (Smith et al., 1986).
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Interações entre FMA e vírus são pouco estudadas, mas parece que 
i presença do fungo estimula a ação do patógeno, aumentando sua 
/irulência e taxa reprodutiva, provavelmente por causa do melhor esta
do nutricional da planta micorrizada (Jabaji-Hare & Stobbs, 1984).

Muitos autores encaram essa interação como uma forma de controle 
Diólogico, devido à eficiência dos mecanismos envolvidos que permi- 
em maior tolerância da planta ao patógeno, oriunda principalmente 
lo melhor desenvolvimento e nutrição mineral do hospedeiro. Contu
do, como para a maioria dos sistemas de controle biológico, os resulta
dos são inconsistentes ou altamente específicos, pois estão subordina
dos a vários fatores: natureza do hospedeiro, do FMA, dos patógenos 
mvolvidos e das condições ambientais.

nterações com Rizobactérias
Contrastando com os patógenos, existe um forte efeito sinergístico 

intre rizobactérias, principalmente as fixadoras de nitrogênio, e os FMAs, 
:om aumentos significativos na colonização e desenvolvimento da planta. 
4o caso das bactérias fixadoras de N , o efeito é conseqüência de uma 
nelhor nutrição em P pela planta micorrizada, o que acarreta maior e 
nelhor nodulação e funcionamento da nitrogenase. Essa interação é 
naior quando existem condições de escassez de N e P, ou seja, depen- 
le do grau de disponibilidade desses nutrientes no substrato. Nesse 
:aso pode existir uma grande dependência entre ambos os micros- 
imbiontes, havendo somente efeito da bactéria fixadora de N nas plantas 
:olonizadas por FMA (Tabela 4).

Desde que as interações de RPCPs e FMAs sejam positivas, existe um 
jotencial de utilização e de manipulação de tais interações que pode 
'arantir maior desenvolvimento da planta, empregando insumos bio- 
ecnológicos de menor custo.

kGREGAÇÃO DO SOLO

Um aspecto importante da ecologia do desenvolvimento do micélio 
xterno diz respeito à formação de agregados estáveis no solo, prin- 
ipalmente de grãos de areia, como foi constatado em dunas, em de- 
orrência da ação ligante da extensa malha de hifas e da sua persistên- 
ia no solo (Tisdall & Oades, 1979), ou de um efeito indireto do micélio, 
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que atuaria como substrato para microrganismos produtores de polissa- 
carídeos, agentes de ligação das partículas no solo (Lynch & Bragg, 
1985), atuando na estabilização de agregados.

TABELA 4. Incremento causado pela micorriza -M- (ausência - e presença + de rizóbio) 
e pelo rizóbio -R- (ausência - e presença + de micorriza) em algumas variáveis, em soja 
(Silveira & Cardoso, dados não publicados).

EFEITO 
ISOLADO

INOCULAÇÃO PARTE 
AÉREA

TEOR 
DE P

QUANTIDADE 
P

TEOR 
DE N

QUANTIDADE 
N

%

M -R -3 67 69 4 1

+R 54 100 203 12 73

R -M 17 -11 10 -7 9

+M 87 7 97 -0,4 86
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INTRODUÇÃO

Os microrganismos do solo podem ser divididos em relação ao efeito 
que causam às plantas, em benéficos, prejudiciais ou neutros. Os preju
diciais são divididos, ainda, em patógenos menores e maiores, de acordo 
com os sintomas que causam às plantas (Schippers et al., 1987). Os mi
crorganismos benéficos, simbiontes e não simbiontes podem influenciar 
o crescimento de plantas através do aumento na disponibilidade de nu
trientes minerais (Kavimandan & Gaur, 1971; Lifshitz et al., 1987), da 
produção de hormônios de crescimento como giberelinas e auxinas (Katz
nelson & Colem, 1965; Brown, 1972) e da supressão de microrganismos 
deletérios da rizosfera de plantas (Kloepper & Schroth, 1981).

Dentre os microrganismos benéficos, as rizobactérias, assim deno
minadas por colonizarem agressivamente o sistema radicular, merecem 
destaque. Essas bactérias podem ser simbiontes ou saprófitas de vida 
livre, e vários trabalhos relatam o aumento no crescimento de plantas. 
Dentre as espécies mais bem estudadas podem-se citar Pseudomonas 
fluorescens, P.putida, Azospirillum brasilense, Serratia marcescens, Ba
cillus subtilis, B. megaterium, Rhizobium, Bradyrhizobium, Artbrohac- 
ter, Enterobacter, Azotobacter etc.
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Recentemente, esses microrganismos têm sido apontados como es
senciais ao ecossistema de plantas em relação ao suprimento de ele
mentos de crescimento como nitrogênio, fósforo e, possivelmente, fer
ro. Deste modo, a liberação de exsudados pelas raízes cria uma zona 
rizosférica rica em energia, facilitando aos microrganismos presentes a 
mineralização dos nutrientes dos restos de matéria orgânica, tornando- 
os, assim, disponíveis para imediata absorção pelas raízes. Os resíduos 
finais desta degradação também melhoram a formação de agregados e 
a estrutura do solo (Schippers et al., 1987).

Dentre as rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCPs), 
as bactérias do gênero Pseudomonas spp. são as mais bem estudadas. 
Isto se deve, principalmente, à sua grande capacidade de suprimir pató
genos de solo, à sua ocorrência de forma natural e em elevadas popu
lações, ao fato de serem nutricionalmente versáteis e possuírem habili
dade de crescer numa ampla faixa de condições ambientais, além de 
produzirem uma grande variedade de antibióticos, sideróforos e hor
mônios de crescimento vegetal.

As rizobactérias do grupo fluorescente (P. fluorescens-putida') pos
suem um versátil metabolismo, podendo utilizar vários substratos libe
rados pelas raízes e também moléculas xenobióticas que atingem a 
rizosfera.

O efeito no crescimento de plantas por RPCP pode ser induzido de 
forma direta, pela produção de hormônios de crescimento, ou indireta, 
pela modificação da microbiota da rizosfera, sendo este último consi
derado um dos principais mecanismos de ação, devido à supressão de 
microrganismos deletérios da rizosfera (Schippers et al., 1987).

Recentemente, os trabalhos com a utilização de RPCP têm sido in
tensificados, principalmente por causa do aumento do interesse em 
alternativas para o controle de fitopatógenos, bem como por causa da 
substituição de produtos químicos que, além de aumentarem o custo 
de produção, geram problemas de contaminação ao meio ambiente e 
podem afetar os seres vivos. Estas bactérias são, também, passíveis de 
serem empregadas como inoculantes comerciais, facilitando desta for
ma a sua utilização pelos agricultores.

Como exemplos dos efeitos de RPCP na produção podemos citar os 
aumentos de até 48% na produção de cenoura com a inoculação de 
Bacillus subtilis (Merriman et al., 1974), aumento de até 37% na produ
ção e nodulação de amendoim com B. subtilis (Turner & Backman, 
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1991), de 33% na produção de ervilha com inoculação de Pseudomonas 
fluorescens (Parke et al., 1991); de até 150% em plantas de rabanete 
com inoculação de Pseudomonas sp. (Kloepper & Schroth, 1981). No 
entanto, o frágil estabelecimento e 'sobrevivência de linhagens intro
duzidas constituem sérios entraves à sua aplicação no solo. Nesse sen
tido, é necessário o desenvolvimento de estudos relativos à ecologia 
destes microrganismos na rizosfera, independentemente do propósito 
da inoculação.

No caso de controle biológico, são necessárias informações como 
mecanismos de colonização de raízes, especificidade de hospedeiros, 
eficiência ecológica, influência de fatores ambientais e genética dos 
sistemas sideróforos e antibióticos.

Este capítulo versará sobre os mecanismos de ação pelos quais as 
rizobactérias atuam e seus efeitos sobre o desenvolvimento de plantas, 
tais como emergência e germinação, controle biológico de doenças, au
mento na fixação de nitrogênio e possibilidade de uso na biorremediação 
de solos contaminados com compostos xenobióticos. Efeitos de RPCP 
sobre o crescimento de plantas e produção de alimentos não serão abor
dados neste capítulo, dada a existência de vastos artigos versando sobre 
o assunto (Luz, 1996; De Weger et al., 1995; Weller, 1988; Schroth & 
Hancock, 1982).

MODOS DE AÇÃO DE RIZOBACTÉRIAS

Antibiose
Dentre os mecanismos de ação de rizobactérias, a produção de com

postos antibióticos tem sido considerada, por muitos autores, como um 
dos mais importantes mecanismos, pois atua na supressão de patógenos 
da rizosfera.

Os antibióticos são compostos orgânicos de baixo peso molecular que, 
em baixas concentrações, são deletérios ao crescimento ou a outras ati
vidades metabólicas de outros organismos (Fravel, 1988). O papel destes 
na fisiologia e ecologia de microrganismos ainda é desconhecido, embo
ra se saiba que “pirrolnitrina” produzido por Pseudomonas fluorescens 
inibe o crescimento de Rhizoctonia solani, Thielaviopsis basicola, Alter
naria sp. e Verticillium dahliae (Howell & Stipanovic, 1979). O compos
to “pioluterina” inibe Pythium sp. (Howell & Stipanovic, 1980).
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Os antibióticos em geral são inativaclos no solo e, portanto, sua ação 
só pode ser efetiva no tratamento de sementes.

Apesar do grande volume de trabalhos relatados na literatura com 
bactérias do grupo Pseudomonas putida-fluorescens, outros gêneros 
têm merecido atenção (Tabela 4). É possível que o grande número de 
relatos com o grupo putida-fluorescens exista por causa dos métodos 
de isolamento e seleção utilizados.

Linhagens efetivas de P. fluorescens têm sido bem estudadas como 
agentes potenciais de controle do mal-do-pé do trigo, causado por Gaeu- 
mannomycesgraminis var. tritici. Thomashow & Weller (1988) caracte
rizaram o antibiótico ácido 1-carboxilico fenazina, produzido por P. 
fluorescens, capaz de controlar esse patógeno tanto in vitro como in 
vivo.

As modernas técnicas de genética têm contribuído para o entendi
mento dos processos envolvidos de controle biológico. Mutantes negati
vos para produção de antibióticos têm sido empregados na comparação 
com as linhagens selvagens, facilitando a interpretação dos dados obti
dos (Tomashow & Weller, 1988). Nessa linha de pesquisa, Colyer & Mount 
(1984) estudaram o comportamento de um mutante antibiótico negativo 
M74 de P.putida com relação ao controle de Erwinia spp., comparando- 
o com a linhagem parental. Observaram que a colonização do rizoplano 
de plantas de batata foi semelhante para ambas as linhagens, embora a 
redução da severidade da podridão mole da batata tenha sido intermediária 
nas plantas tratadas com o mutante. Sugeriram que a antibiose pudesse 
ter sido responsável pela supressão da doença.

Howie & Suslow (1986) verificaram que um mutante de P. fluorescens, 
negativo para produção de antibiótico, não demonstrou nenhuma ativi
dade in vitro contra Pytbium sp., embora tenha apresentado uma redu
zida capacidade de proteção da planta contra o patógeno. Os autores 
concluíram, nesse caso, que mais de um mecanismo estava envolvido 
na supressão do patógeno.

Além da produção de antibiótico, que é considerado um mecanismo 
importante na competição e estabelecimento das RPCPs, estas bactérias 
devem apresentar outras características que garantam a sua sobrevivên
cia na rizosfera. A colonização de raízes é um pré-requisito para a ma
nutenção e sobrevivência de bactérias, bem como para o eficiente con
trole de patógenos de solo.
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Um importante passo na obtenção de rizobactérias que apresentem 
atividade antibiótica é a realização de um eficiente esquema de sele
ção. Naturalmente, essas bactérias devem apresentar uma capacidade 
seletiva eficiente quanto à sobrevivência na rizosfera. Desse modo, é 
de se esperar que nos chamados solos supressivos essas bactérias te
nham uma vantagem competitiva e, portanto, atuem na inibição dos 
patógenos causadores de doenças radiculares.

Para propósitos práticos de uso de RPCP na agricultura, deve-se fri
sar que bactérias do gênero Bacillus apresentam certas vantagens em 
relação às do gênero Pseudomonas, principalmente em relação à pro
dução de inoculantes. Dentre estas vantagens, podemos citar a resis
tência à dessecação, a formação de endosporo de resistência, a maior 
capacidade de sobrevivência quando formuladas com polímeros e inertes 
diversos, entre outras.

Competição pela Produção de Sideróforos
Os microrganismos competem por nutrientes e elementos essenciais 

no solo e na rizosfera. Essa competição entre uma rizobactéria e um 
patógeno pode resultar em substituição ou exclusão deste último (Weller, 
1988).

Kloepper et al. (1980b) foram os primeiros a demonstrar a impor
tância da competição por ferro, devido à produção de sideróforos por 
microrganismos. Sideróforos são substâncias de baixo peso molecular 
produzidas por alguns microrganismos em condições limitantes de ferro, 
com grande afinidade por íons de Fe3+ (Leong, 1986). De fato, quase 
todas as bactérias aeróbias e anaeróbias facultativas produzem sideróforos, 
diferindo, contudo, na eficiência de produção. Certas espécies do gênero 
Pseudomonas produzem sideróforos que quelam o ferro férrico na 
rizosfera, privando e inibindo o crescimento de outros microrganismos, 
incluindo fitopatógenos, que têm menor capacidade de competição por 
ferro. Tal competição em um ambiente com baixa concentração de ferro 
explica os efeitos observados sobre a promoção de crescimento de plan
tas e sobre a produção em algumas culturas (Kloepper et al., 1980).
i O mecanismo para produção de sideróforos é operável somente sob 
condições de baixa disponibilidade de ferro. Sua concentração na solu
ção do solo está relacionada com os níveis de pH. À medida em que o 
pH do solo abaixa, a disponibilidade de ferro aumenta e os sideróforos 



92 ECOLOGIA MICROBIANA

se tornam menos efetivos. O nível crítico de ferro, necessário para a 
supressão do crescimento de um patógeno fúngico por uma linhagem 
de P.putida, é menor que IO-6 mol nr3 (Simeoni etal., 1987). A supres
são ótima aconteceu com níveis entre 1019 e IO-24 mol nr3 de Fe3+.

Estudos para comprovar se a supressão de doenças era causada pela 
produção de sideróforos e/ou antibióticos já foram bem documenta
dos. Kloepper etal. (1980b) demonstraram, em experimentos controla
dos, que a adição de ferro, na forma de etilenodiamina tetracetato de 
ferro III (Fe EDTA), aboliu a ação antagonística in vitro. Observaram, 
também, que o sideróforo pseudobactina purificado de P. fluorescens 
B-10 exibiu a atividade bacteriostática contra Erwinia carotovora, fato 
que não ocorreu com o pseudobactina férrica, um sideróforo complexado 
com ferro. Em outro experimento, os mesmos pesquisadores observa
ram que o sideróforo pseudobactina induziu um aumento significativo 
no crescimento de plantas de batata, enquanto que o sideróforo com
plexado com Fe EDTA não foi capaz. Evidencia-se aqui um mecanismo 
de ação através da produção de sideróforos, demonstrando a sua capa
cidade de sequestrar o Fe3+ da rizosfera, tornando-o indisponível a mi
crorganismos deletérios prejudiciais às plantas (Kloepper et al., 1980; 
Xu & Gross, 1986).

Mutações induzidas por irradiação com luz ultravioleta ou com agentes 
químicos (Kloepper & Schroth, 1981) ou transposons (Marugg et al., 
1985) produziram linhagens deficientes para a produção de sideróforos 
que foram inefetivas como antagonistas.

Em geral, os patógenos de plantas são sensíveis à ação de sideróforos 
produzidos pelos antagonistas, em virtude de não os produzirem ou 
produzirem-nos com menor afinidade pelo ferro. Ademais, podem ha
ver casos onde os patógenos sejam incapazes de usar os sideróforos 
dos antagonistas ou de outros microrganismos, e ainda o fato de pro
duzirem sideróforos que possam ser utilizados pelos antagonistas (Buyer 
& Leong, 1986; Leong, 1986)

Produção de Reguladores de Crescimento de Plantas
Reguladores de crescimento de plantas (RCPs) são substâncias orgâ

nicas que influenciam os processos fisiológicos de plantas em baixas 
concentrações. Muitos RCPs ou seus derivados podem ser produzidos 
por microrganismos do solo e da rizosfera. A produção de RCPs como 
metabólitos microbianos no solo está diretamente ligada à disponibili
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dade de substratos, incluindo exsudados de plantas e resíduos de ani
mais. Os microrganismos produtores exercem um importante papel no 
controle de seu próprio ambiente, afetando o metabolismo da planta. 
Os microrganismos, por sua vez, afetam a composição química de exsu
dados liberados e, assim, seu suprimento nutricional.

A utilização de RPCP visando o aumento no crescimento de plantas 
e conseqüentemente da produção, teve início na Rússia na década de 
50 (Kloepper etal., 1989). Contudo, somente na década de 60 respostas 
positivas no aumento de crescimento de plantas foram obtidas com a 
inoculação de Azotobacter sp. em trigo, tomate e milho (Brown et al., 
1962; Rovira, 1963; Brown et al., 1964). O motivo do aumento no cres
cimento não ficou claro na época. Mais tarde, Brown & Burlington (1968) 
observaram a existência dos ácidos giberélico e indole-acético em culturas 
de Azotobacter sp. e sugeriram o possível efeito dessas substâncias no 
crescimento de plantas.

Inúmeras rizobactérias estão envolvidas ativamente na síntese de gibe- 
relinas e substâncias análogas (Tabela 1), auxinas e substâncias análo
gas (Tabela 2) e citocininas (Tabela 3).

TABELA 1. Rizobactérias produtoras de Giberelinas.

ORGANISMO GIBERELINAS REFERÊNCIAS

Arthrobacter sp. Giberelina Strzelczyk & Pokojska-
Burdziej, 1984

A. globiformis Giberelina Katznelson etal., 1962

Azospirillum brasilense Giberelina Tien etal., 1979

A. lipoferum GAV GAj Bottini etal., 1989

Azotobacter sp. Giberelina, GA3 El-Bahrawy, 1983

A. beijerinckii Giberelina Azcon & Barea, 1975

A. paspali Giberelina, GA3 Barea & Brown, 1974

Bacillus sp. Giberelina Katznelson & Cole, 1965

B. megaterium Giberelina Hussain & Vancura, 1970

Pseudomonas fluorescens Giberelina Hussain & Vancura, 1970

Rhizobium phaseoli GA1Z GA^ GA4, GAç Atzorn etal., 1988
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’AIA - ácido indole acético; AIC - ácido indole carboxílico; AIM - ácido indole acetamida; AIP - ácido indole 
piruvico; AIL - ácido indole lático.

TABELA 2. Rizobactérias produtoras de auxinas.

ORGANISMO AUXINAS1 REFERÊNCIAS

Arthobacter spp. AIA Strzelcgk & Pokojska-
Burdziieg, 1984

A. lipoferum AIA, AIM Hartmann etal., 1983

Azotobacter sp. AIA Mahmoud etal., 1984;
El Bahrawy, 1983

A. beijernickii AIA Azcon & Barea, 1975

A. chroococcum heteroauxina, AIA Brown & Burlingham, 1968;
Brown & Walker, 1970

A. paspali AIA Barea & Brown, 1974

Bacillus spp. heteroauxina, 
auxina

Kampert etal., 1975

Pseudomonas sp. AIA Brown, 1972

P. fluorescens AIA, heteroauxina Hussain & Vancura, 1970

P. putida AIA, heteroauxina Hussain & Vancura, 1970

Rhizobium sp. AIA Burlard etal., 1963

R. leguminosarum AIL Badenoch-Jones et al.,
1982

R. leguminosarum AIP Clark, 1974

R. meliloti AIA Clark, 1974

R. phaseoli AIS Atzorn et a!., 1988

Alguns trabalhos, então, demonstraram a síntese desses hormônios 
em fermenta dores.

Brown (1972) estudou bactérias do rizoplano e rizosfera quanto à 
habilidade de produzirem substâncias reguladoras de crescimento em 
trigo. Observou, através de cromatogramas, que muitas bactérias pro
duziram reguladores de crescimento do tipo giberelinas e auxinas quando 
crescidas em meio de cultura líquido. Loper & Schroth (1986) observa-
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TABELA 3. Rizobactérias produtoras de citocininas.

ORGANISMO CITOCININAS1 REFERÊNCIAS

Arthorobacter sp. citocinina Kampert & Stozelczyk,
1984

Azospirillum brasilense citocinina, i6Ade, Tien etal., 1979
io6Ade, i Ado

Horemans et al., 1986

A. lipoferum citocinina Tien etal., 1979

Azotobacter beijerinckii citocinina Azcon & Barea, 1975

A. paspali citocinina Barea & Brown, 1974

A. vinelandii citocinina Azcon & Barea, 1975

Pseudomonas fluorescens citocinina Nieto & Frankenberger, 
1989a

P. putida citocinina Nieto & Frankenberger,
1989

Rhizobium japonicum io6Ade, io6Ado, 
i6Ade, i6Ado

Phillips & Toorey, 1972

R. leguminosarum i6Ade, i6Ado Giannattasio & Coppola, 
1969
Wang etal., 1982

R. phaseoli citocinina Puppo & Rigand, 1978

‘i6Acle, N6(A2-isopentenil)adenina; i6Ado, N6(A-isopentenil)adenosina; io6Ade, cis-zeatina; io6Ado, cis-zeatina ri-
bosideo.

ram, em filtrados de culturas de rizobactérias, um acúmulo de ácido 
índole-acético. Estas bactérias, quando inoculadas em sementes de beter
raba açucareira, proporcionaram um aumento na produção de brotos 
da planta.

Lifshitz et al. (1987) observaram que isolados de RPCPs foram capa
zes de promover o crescimento de plantas de colza em solo esterilizado 
e Broadbent et al. (1977) observaram aumentos significativos no peso 
de plantas de várias espécies, quando as sementes foram inoculadas 
com Bacillus spp. e cultivadas em solos tratados com vapor (100°C- 
60°C), por 30 minutos.
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De modo geral, é sugerido, mas não aceito por muitos pesquisado
res, que hormônios de crescimento estejam envolvidos diretamente na 
ação das rizobactérias, já que em alguns trabalhos foi observada uma 
redução de efeitos no crescimento de plantas, quando estas foram de
senvolvidas em solo autoclavado ou quando foram cultivadas sob con
dições gnotobióticas (Suslow & Schroth, 1982).

A maioria dos trabalhos da literatura sobre aumento no crescimento 
de plantas atribui este fenômeno a um efeito indireto associado ao contro
le biológico de patógenos menores, os quais interferem negativamente 
no crescimento de plantas (Kloepper etal., 1980b; Kloepper & Schroth, 
1981c). A falta de evidências para quaisquer efeitos estimulatórios no 
crescimento de plantas pela aplicação de hormônios de crescimento, 
exogenamente às raízes, faz acreditar que RPCPs estimulem o cresci
mento de plantas por meio de outros mecanismos que serão men
cionados a seguir. Tem sido bem documentada a inoculação com RPCPs 
que produzem RCPs, particularmente quando estes metabólitos são libe
rados como resultado de interação inóculo-precursor. Entre as rizobac
térias que têm apresentado esses efeitos estão as fixadoras de N, que 
penetram o córtex radicular. É possível, portanto, que o uso destes 
inoculantes, juntamente com precursores de RCPs, possa melhorar o 
crescimento de plantas e a produção.

Aumento na Absorção de Fosfato
íons de nutrientes se movem no solo em direção às raízes por fluxo 

de massa com a água presente no solo e por difusão. Esses nutrientes 
nem sempre estão prontamente disponíveis às plantas: o fósforo, por 
exemplo, encontra-se no solo combinado em compostos de ferro, alu
mínio, cálcio e na matéria orgânica, sendo de baixa solubilidade.

Adubações com fosfatos naturais, com o objetivo de elevar o teor de 
fósforo na solução do solo, apresentam sérias restrições devido à baixa 
solubilidade.

Uma alternativa para maior eficiência na utilização de fosfatos natu
rais é a solubilização biológica, onde as bactérias, dentre elas algumas 
rizobactérias, exercem papel importante.

O efeito da solubilização é geralmente devido à produção de ácidos 
orgânicos no meio em que o microrganismo se desenvolve, cuja ação 
tem sido atribuída às suas propriedades quelantes, que possibilitam a 
formação de complexos estáveis com os íons Ca++, Mg++, Fe+++ e Al+++.
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Vários estudos têm sido realizados com diferentes fontes de fosfatos 
a fim de quantificar o fósforo disponível às plantas por intermédio de 
microrganismos solubilizadores. Tais estudos têm sido feitos em solos 
naturais e em solos esterilizados com e sem microrganismos. Em um 
dos estudos, hidroxiapatita foi usada para avaliar o efeito da inoculação 
de sementes com Pseudomonas sp. (Kavimandan & Gaur, 1971). Veri- 
ficou-se que a quantidade de hidroxiapatita dissolvida pela bactéria 
não diferiu significativamente do controle não inoculado. Por outro tra
balho, Lifshitz et al. (1987) demonstraram que uma linhagem de P. putida 
aumentou a absorção de fosfato radiomarcado por plântulas de canola, 
bem como os níveis de 32P em raízes e folhas.

Bacillus megaterium e P. fluorescens têm sido empregadas como 
inoculantes para aumentar a disponibilidade de P às plantas através da 
solubilização de fosfatos orgânicos via ação das fosfatases ou através 
da solubilização de fosfatos inorgânicos via ácidos orgânicos (Katznelson 
& Bose, 1959; Duff et al., 1963; Martin, 1973). Em estudos conduzidos 
em câmaras de crescimento, inoculantes à base de B. circulans e B. 
megaterium var. phospbatium aumentaram o peso de plantas e a absor
ção de P em milheto e ervilha, respectivamente (Saber et al., 1977; Raj 
etal., 1981). Do mesmo modo, Gaing & Gaur (1991) relataram que uma 
linhagem de B. subtilis aumentou a biomassa, produção de grãos e 
absorção de P e N de feijão desenvolvido em um solo de campo de
ficiente em P, suplementado com fosfato de rocha. Em condições natu
rais de campo, Datta et al. (1982) também constataram que uma linha
gem de B.firmus, solubilizadora de fosfato e produtora de ácido índo- 
le-acético e acético, aumentou a produção de grãos e absorção de P de 
arroz em um solo deficiente de P e suplementado com fosfato de rocha.

Diferentes espécies de Bacillus, como B. tburingiensis, B. spbaericus, 
B. megaterium, B.polymixa e B. brevis e uma linhagem de Xanthomas 
maltophilia, todas isoladas da rizosfera e com potencial de solubilizar 
fosfato de rocha, aumentaram a produção de vagens de Brassica napus 
L., mas não aumentaram, entretanto, a absorção de P pelas plantas (Freitas 
et al., 1997). Embora o crescimento de plantas e produção de grãos 
varie em resposta à inoculação com bactérias solubilizadoras de P em 
estudos conduzidos em laboratórios e em campo, é aparente que o 
aumento da produção possa ser explicado por um ou vários mecanis
mos. Nesse sentido, Laheurte & Berthelin (1988) inocularam sementes 
de milho com uma linhagem de Enterobacteragglomerans solubilizadora 
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de fosfato, e avaliaram exsudados de raízes para verificar sua capacida
de de solubilizar P. Os autores não observaram nenhuma correlação 
entre exsudados e solubilizados de P provenientes de fosfato de rocha, 
e a bactéria não causou nenhum efeito na absorção de P por plantas de 
milho. Sugeriram que E. agglomerans metaboliza os exsudados a subs
tâncias de crescimento de plantas responsáveis pelo incremento na bio- 
massa.

As RPCPs, especificamente linhagens de Azospirillum, também po
dem melhorar a eficiência na absorção de água pelas plantas em con
dições naturais de campo. Essas linhagens podem apresentar um coe
ficiente de extração da umidade do solo da ordem de 15% quando 
comparadas com plantas não inoculadas. Sobre esse assunto aconse
lha-se a leitura de Kapulnik et al. (1985).

Alguns autores observaram que A. brasilense, quando inoculada em 
trigo, sorgo e milho, tem resultado num aumento significativo na absor
ção de nitrato, potássio e fósforo (Lin etal., 1983; Kapulnik etal., 1983). 
Segundo os mesmos autores, estes incrementos na absorção devem ter 
sido conseqüência de um aumento geral causado na superfície radicular 
e não de uma aceleração específica do processo de absorção.

Embora os exatos mecanismos pelos quais as rizobactérias solu- 
bilizadoras de fosfatos estimulem o crescimento de plantas não estejam 
bem claros, pode-se, no entanto, verificar o grande potencial de uso 
dessas bactérias como biofertilizantes de culturas agrícolas desenvolvi
das em solos pobres em fósforo.

Promoção da Simbiose entre RPCP 
e Bactérias Fixadoras de Nitrogênio

Certas linhagens de RPCP estimulam a nodulação de plantas legu- 
minosas por Rhizobium e Bradyrbizobium. Uma linhagem de P.putida, 
selecionada como agente de biocontrole, estimulou a nodulação por 
Rhizobium em feijoeiro (Grimes & Mount, 1984). Uma linhagem de P. 
syringae pv. tabaci, produtora de uma toxina identificada como 
talotoxinina-fi-lactam, quando inoculada em alfalfa aumentou o cresci
mento das plantas, estimulou a atividade da nitrogenase, o número de 
nódulos, o aumento no peso total de nódulos e a produção de nitrogê
nio sob condições controladas (Knight & Langston-Unkefer, 1988).

Linhagens de Azotobacter vinelandii promoveram um aumento no 
número de nódulos em soja, vigna e trigo. Em experimentos para se 
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comprovar os mecanismos responsáveis por tais efeitos, Burns et al. 
(1981) obtiveram mutantes negativos para fixação de N2(fix“). Demons
traram que a fixação de N, por Azotobacter não foi responsável pelo 
aumento na nodulação. Os autores comprovaram que extratos livres de 
células de Azotobacter da linhagem selvagem tiveram efeito sobre a 
nodulação. Sugere-se que substâncias reguladoras de crescimento de 
plantas sejam responsáveis pelo seu estímulo.

Uma bactéria que coloniza a rizosfera de soja e controla Phytophtbora 
em plântulas, Bacillus cereus UW85, quando aplicada às sementes tem 
aumentado a nodulação de soja em condições de campo e em experi
mentos de laboratório (Halverson e Handelsman, 1991). A capacidade 
desta linhagem em aumentar a nodulação em um solo esterilizado su
gere que UW85 tenha um efeito direto sobre a planta ou sobre Brady- 
rhizobium. A atividade de redução do acetileno foi aumentada de 25% 
a 73% quando sementes de soja foram tratadas com B. cereus, em compa
ração com o controle não tratado. Os autores concluiram que B. cereus 
provavelmente afeta o processo de nodulação logo após o plantio, por 
estimular infecções por Bradyrhizobium.

Estudos de co-inoculação com RPCR e B. japonicum têm demons
trado que aumentos na produção de grãos, vigor da planta, nodulação 
e fixação de nitrogênio têm sido resultado da presença de RPCR (Yahalon 
etal., 1987; Lie & Alexander, 1988). Polonenko etal. (1987), trabalhan
do com soja, obtiveram um incremento na nodulação por B. japonicum 
e na promoção do crescimento de plantas. Similarmente, Dashti et al. 
(1997), numa tentativa de vencer os efeitos das baixas produções de 
soja cultivada sob baixa temperatura, co-inocularam sementes de soja 
com B. japonicum e Serratia liquefaciens ou 5. proteamaeulans. Os 
autores observaram aumentos significativos na produção de grãos e 
produção de proteína em uma área com temperaturas baixas. Verifica
ram também que as interações existentes entre RPCP e cultivares de 
soja sugerem que as RPCPs aplicadas às cultivares mais produtivas fo
ram mais efetivas.

Aumentos na produção de grãos, matéria seca de nódulos e ativida
de da nitrogenase também foram obtidos em grão-de-bico inoculado 
com uma mistura de Azospirillum brasilense e Rhizobium (Rai, 1983).

Verifica-se que, tanto em inoculação individual quanto conjunta com 
bactérias fixadoras de N as RPCPs têm aumentado o crescimento de 
plantas e a nodulação.
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CONTROLE BIOLÓGICO
DE FITOPATÓGENOS

Um grande desafio na exploração de rizobactérias para o controle 
biológico recai na capacidade de transferir os sucessos alcançados em 
escala de laboratório para as condições naturais de campo. Embora 
muitos gêneros de rizobactérias sejam mencionados como agentes de 
biocontrole, as Pseudomonas do grupoputida-fluorescens têm sido usa
das como inoculantes de sementes com bastante sucesso. Neste parti
cular aconselha-se a leitura da revisão de Weller (1988).

A inoculação de antagonistas em sementes ou outras partes da plan
ta envolve o estabelecimento destes no local da possível infecção, ini
bindo o microrganismo patogênico, proporcionando, desta forma, a 
proteção biológica do hospedeiro (Cook & Baker, 1983). Esta aplicação 
direta oferece uma vantagem competitiva sobre os patógenos, que de
verão competir pelos mesmos sítios ecológicos antes de ocorrer a in
fecção (Schroth & Hancock, 1982).

Rizobactérias benéficas, fortes competidoras para um ou mais nutrien
tes na superfície da raiz, bem como boas colonizadoras e inibidoras de 
patógenos pela produção de antibióticos ou outros metabólitos, po
dem proporcionar uma melhor e mais consistente proteção de raízes e, 
conseqüentemente, um maior crescimento de plantas (Cook & Baker, 
1983).

A Tabela 4 mostra alguns exemplos do controle biológico de fito- 
patógenos utilizando-se rizobactérias.

Os mecanismos pelos quais as RPCPs podem sobreviver na rizosfera 
e suprimir o ataque de patógenos são vários, podendo ocorrer mais de 
um ao mesmo tempo. Os antibióticos, quando produzidos na rizosfera, 
exercem função primordial na supressão da microflora deletéria; os 
sideróforos do tipo pioverdina, produzidos por rizobactérias em condi
ções limitantes de ferro e proteínas receptoras de membrana, funcio
nam como mecanismos de biocontrole nestas condições ambientais, e 
a competição por nutrientes exsudados, pelas sementes e raízes de plan
tas. O estabelecimento de grandes populações bacterianas pode esgo
tar a disponibilidade de nutrientes na rizosfera, reduzindo a quantidade 
de carbono, nitrogênio e micronutrientes disponíveis utilizados pelos 
fungos patogênicos no seu crescimento.
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TABELA 4 Relação de fitopatógenos onde rizobactérias têm sido utilizadas como 
agentes de controle.

CULTURA RIZOBACTÉRIA PATÓGENO REFERÊNCIAS

Milho Pseudomonas 
cepacea

Fusarium 
monlliforme

Hebbat etal., 1992

Milho Bacillus sp. F. roseum f.sp. 
cerealis

Chang & Kommedahl,
1968

Trigo P. fluorescens Gaeumannomyces 
graminis var. tritici

Cook &Wel ler, 1987

Pepino Bacillus subtilis F. solani Melo & Valarini, 1995

Batata P putida Erwinia carotovora Mantovanelo & Melo, 
1994

Maçã Enterobacter 
aerogenes

Phytophthora 
cactorum

Lévesque etal., 1993

Tulipa Pseudomonas sp. Pythium ultimum Westersteijn, 1990

Algodão Enterobacter 
cloaceae, Erwinia 
herbicola

Pythium sp. Nelson, 1988

Algodão P. fluorescens P. ultimum Howell & Stipanovic,
1980

Beterraba 
e algodão

P. fluorescens Pythium sp. Walter & Gindrat, 1988

Trigo P. fluorescens Pythium sp. Weller & Cook, 1986

Cenoura B. subtilis, 
Agrobacterium 
radiobacter

Rhizoctonia solani,
A. tumefaciens

Merriman etal., 1974

Tomate Pseudomonas 
aeruginosa

Pseudomonas 
solanacearum

Peixoto etal., 1995

Indução de Resistência Sistêmica
Estudos sobre os mecanismos de controle biológico por RPCPs têm 

verificado que estas protegem as plantas do ataque de patógenos atra
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vés de vários mecanismos, dentre os quais está a indução de resistên
cia sistêmica (IRS). Esta é considerada um efeito indireto das RPCPs 
sobre os fitopatógenos. Um sistema de defesa localizado provocado 
pelo patógeno, chamado “hipersensibilidade”, envolve a acumulação 
de fitoalexinas e requer síntese acelerada de enzimas associadas com a 
biossíntese fenólica. Estas enzimas incluem fenilalanina, amônia-liase, 
calcone sintase, peroxidase e proteínas relacionadas com o processo 
de patogênese, localizadas freqüentemente em espaços intercelulares e 
solúveis em ácido. É possível que RPCPs ativem também o sistema de 
defesa da planta.

Van Peer & Shippers (1992) relataram que plantas de cravo foram 
protegidas do ataque de Fusarium spp. através da IRS por Pseudomonas 
sp. Da mesma forma, Wei et al. (1991a) relataram IRS em folhas de 
pepino contra Colletotrichum orbiculare após a inoculação de semen
tes com linhagens selecionadas de RPCPs. P. putida e Serratia marces- 
cens, que previamente haviam induzido resistência sistêmica à antracnose 
em pepino, também induziram resistência à mancha foliar causada por 
P. syringae pv. lachrymans (Liu et al., 1995).

Efeitos sistêmicos após a inoculação com P. putida, P. tolaasii (P9A) 
e P. aureofaciens REW1-I-1 foram observados em folhas de feijão. Os 
níveis de proteínas solúveis em ácido aumentaram nas folhas de plan
tas inoculadas. Fitoalexinas e compostos fenólicos se acumularam nos 
cotilédones inoculados com o isolado REW1-I-1 (Zdor & Anderson, 1992). 
Segundo os autores, o isolado REW1-I-1 produziu HCN, um fator rela
cionado aos mecanismos de defesa da planta.

Essas RPCPs podem ser aplicadas tanto no solo como em sementes ou 
hipocótilos. O fenômeno de resistência induzida reside no fato de que a 
ação do indutor se faz sentir no metabolismo da planta hospedeira. De 
modo geral, a indução de resistência depende, em grande parte, do in
tervalo de tempo entre a aplicação do indutor e a inoculação com o 
patógeno; isso porque a planta precisa ativar seu mecanismo de defesa.

Trabalhos recentes mostram que a indução de resistência sistêmica 
mediada por RPCP apresenta-se bastante parecida com os trabalhos 
clássicos. Neste caso, a IRS requer indução via pré-inoculação com pató
genos fracos, o que, em última análise, dificultaria o desenvolvimento 
de formulações comerciais. Já a IRS mediada por RPCP poderá ser uti
lizada via produção de inoculantes para o controle efetivo de doenças 
de plantas.
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COLONIZAÇÃO DE RAÍZES

A capacidade das RPCPs de colonizarem o sistema radicular é de 
fundamental importância para o seu efetivo uso como agentes de con
trole biológico. No entanto, tem sido sugerido que uma colonização 
variável seja, provavelmente, uma razão para que o controle seja incon
sistente (Weller, 1988). A colonização compreende uma série de pas
sos: migração em direção às raízes, ataque, distribuição ao longo das 
raízes, crescimento e estabelecimento da população. Após o contato 
inicial, vem a fase crucial que é a manutenção ou persistência, onde a 
bactéria utiliza exsudados das raízes para se multiplicar e sobreviver.

Quimiotactismo tem sido demonstrado em muitas bactérias associa
das, particularmente, linhagens de Pseudomonas migram ativamente 
em direção a sementes no solo. Scher et al. (1985) hipotetizaram que 
este evento podería ser o primeiro passo no estabelecimento da colo
nização de sementes e de raízes.

Para explicar o fenômeno de colonização de raízes por rizobactérias, 
alguns pesquisadores (Anderson et al., 1988; Tari & Anderson, 1988) 
mostraram que uma linhagem de P. putida se aglutinou às raízes de 
feijão e pepino através de seu complexo de glicoproteínas. Essas evi
dências foram comprovadas com a obtenção de mutantes negativos 
(Agg“) para aglutinação. Comparados à linhagem selvagem, os mutantes 
Agg- aderiram-se às raízes em menor extensão, colonizando-as mode
radamente e levando a uma menor proteção de plantas de pepino con
tra Fusarium oxysporum.

Com relação à motilidade, Howie et al. (1987) e Scher et al. (1988) 
constataram que mutantes imóveis colonizaram as raízes de forma se
melhante às linhagens selvagens; de onde se concluiu que a motilidade 
não é requerida nesse processo. Já De Weger et al. (1987) observaram 
que um mutante não-móvel de Pseudomonas spp. foi incapaz de coloni
zar as regiões inferiores das raízes de batata quando comparado com a 
linhagem parental.

Moléculas de polissacarídeos da superfície celular de Agrobacterium 
e Rhizobium mediam seu ataque e subseqüente interação com células 
de plantas (Halverson & Stacey, 1986). As linhagens de Pseudomonas 
WCS 358 e WCS 374 têm polissacarídeos com longas cadeias laterais de 
O-antigênico. Destas linhagens, De Weger et al. (1987b) construíram 
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mutantes que não produziam as cadeias laterais de O-antigênico e que 
não diferiram das linhagens selvagens com relação ao ataque a partícu
las de sefadex ou raízes esterilizadas de batata. Estes achados conflitantes 
sobre o papel dos flagelos podem ser atribuídos a possíveis diferenças 
nos isolados bacterianos, na espécie de planta e nas condições físicas 
do solo, particularmente a umidade. Outros fatores não inerentes à bac
téria podem facilitar ou não a colonização de raízes; dentre estes, pode
mos citar o potencial matricial, embora a bactéria introduzida possa se 
difundir a partir do material semeado para as raízes em uma ampla 
faixa de potencial osmótico (Weller, 1988).

Ainda com relação às bactérias associadas à planta hospedeira, os 
genes responsáveis pela nodulação em Rhizobium são induzidos por 
flavonas e compostos relacionados (Djordgevic et al., 1987), e alguns 
genes em Agrobacterium são induzidos por acetosiringone e compos
tos relacionados (Stachel et al., 1985). Esses compostos são liberados 
na rizosfera pela planta hospedeira e a indução dos genes é crítica para 
infecções subseqüentes. No caso das 'Pseudomonas não-patogênicas, 
essas interações não têm sido demonstradas, ou seja, a presença da 
planta não cria um ambiente que favoreça uma maior colonização.

De acordo com alguns estudos, as maiores populações de bactérias 
ocorrem em pressões na faixa de -0,3 a 0,7 bar, na qual Howie et al. 
(1987) observaram que a disponibilidade de oxigênio e o potencial de 
turgor das células e/ou a disponibilidade de nutriente seriam adequa
dos para o desenvolvimento de células bacterianas. A área de percolação 
pode servir também para estender a população bacteriana introduzida 
na direção das extremidades das raízes.

O pH e a temperatura são também fatores importantes na coloniza
ção. Para o crescimento in vitro de linhagens de P. fluorescens e P. 
putida, a temperatura seria de 25-30°C, e o pH de neutro a alcalino. No 
solo, porém, a colonização é favorecida nas temperaturas de 12 a 18°C 
e em pH de 6,0 a 6,5. Isso ocorre porque temperatura e pH abaixo do 
ideal refletem na menor competição com a microbiota indígena.

A colonização de raízes, portanto, diz respeito ao crescimento da 
bactéria ao longo das raízes. Essa característica é pré-requisito primário 
na rizosfera, onde a colonização de novas superfícies radiculares for
madas é realizada pela migração da microflora existente ou pelo inóculo 
do solo.
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RIZOBACTÉRIAS PROMOTORAS 
DE EMERGÊNCIA DE PLÂNTULAS

Tem-se descoberto que algumas rizobactérias podem aumentar a 
emergência de plântulas. Experimentos em condições controladas e em 
condições de campo mostraram aumento da emergência de plântulas em 
até 100% (Kloepper etal., 1986). Estas bactérias, chamadas “rizobactérias 
promotoras de emergência” - RPE, têm aumentado a emergência de 
plântulas, principalmente em condições de baixa temperatura do solo. 
Espécies de bactérias já conhecidas como promotoras do crescimento de 
plantas têm sido identificadas como RPEs, quais sejam: Pseudomonas 
fluorescens e P. putida. Todavia, um novo grupo de bactérias, não previa
mente relatadas como RPCP, foi descoberto: Enterobacter aerogenes, 
Serratia liquefaciens e Beijerinckia spp. (Kloepper et al., 1986).

Uma linhagem de P. aeruginosa 7NSk2 e uma de P. fluorescens ANPI5 
promotoras do crescimento de plantas (Hõfte et al., 1991b) induziram 
um aumento na germinação de sementes que haviam sido submetidas 
por 10 dias em condições de baixa temperatura. Plantas originadas de 
sementes tratadas com Pseudomonas que haviam sido submetidas a 
um período de frio tiveram um conteúdo de matéria seca superior ao 
das plantas-controle.

Os autores relataram que a produção de antibiótico por essas bacté
rias parece não estar envolvida na promoção da emergência de plântulas.

Rizobactérias isoladas do rizoplano de milho de inverno, cv. piranão 
de inverno - ESALQ, ou seja, variedade com antocianina nas folhas, 
plantada sob condições de baixa temperatura (16°C), foram selecionadas 
visando obter bactérias que aumentassem a germinação de sementes, 
por ocasião do plantio de inverno. Cerca de 72% dos isolados bacterianos, 
principalmente do gênero Pseudomonas spp., aumentaram a germina
ção de sementes em 31% (Melo & Lucon, 1995).

As constatações de rizobactérias promotoras da emergência que 
operam em condições de baixa temperatura têm fundamental impor
tância na indústria de inoculantes microbianos. Estas bactérias podem 
atuar como antagonistas de microrganismos deletérios nas sementes 
em condições de baixa temperatura, como também podem produzir 
fatores de crescimento estimulados pelos exsudados das sementes du
rante a germinação.
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RIZOBACTÉRIAS DELETÉRIAS

A rizosfera é geralmente ocupada também por rizobactérias deletérias 
(RD) que inibem o crescimento de plantas e têm sido envolvidas em 
declínios na produção, associados com monocultivo contínuo. Inicial
mente as RDs não eram consideradas colonizadoras de endorrizosfera e 
foram descritas como patógenos não-parasíticos (Woltz, 1978). Atualmente, 
sabe-se que as RDs freqüentemente penetram no córtex intercelularmente 
(Campbell et al., 1987; van Peer et al., 1990; Astrõm et al., 1993).

Inúmeros relatos têm sido feitos sobre a presença de RD em várias 
culturas, gramíneas forrageiras e ervas-daninhas (Nehl et al., 1996), e 
muitas delas incluem Enterobacter taylore, P. putida, P. fluorescens, Ba
cillus sp., B. polymixa, B. cereus.

As dificuldades em se isolar RD devem-se ao fato de não se identifi
car os sintomas causados por esse tipo de rizobactéria. Os sintomas 
podem incluir inibição do crescimento da parte aérea e de raízes e não 
causar, no entanto, nenhum sintoma visual. Os sintomas foliares são 
freqüentemente similares àqueles de deficiência de nutrientes (Gerhard- 
son et al., 1985). As RDs também causam escurecimento e descolora
ção de raízes, necroses e inibição do desenvolvimento de pêlos radi- 
culares (Suslow & Schroth, 1982; Schippers et al., 1987).

Rizobactérias deletérias inibem primariamente o crescimento de plan
tas através da produção de fitotoxinas. Bakker & Schippers (1987) propu
seram que a produção de cianida por rizobactérias era a responsável 
pela inibição do crescimento de batata em solo cultivado continuamente 
com batata. Sua hipótese foi baseada no fato de que 50% das pseudomonas 
da rizosfera produziram cianida in vitro, enquanto isolados que promo
veram o crescimento de plantas não produziram cianida. As RDs também 
podem produzir metabólitos fitotóxicos não-voláteis. Astrõm etal. (1993) 
verificaram que um filtrado de cultura de Pseudomonas A313 inibiu a 
alongação de raízes de trigo. Contudo, Kirkegaard et al. (1995) notaram 
que os metabólitos examinados por Astrõm et al. (1993) poderíam redu
zir o crescimento de raízes, mas os sintomas sobre a parte aérea eram 
produzidos somente na presença da bactéria.

Um outro mecanismo que deve afetar o crescimento de plantas pelas 
RDs é a produção de fitohormônios. Ácido Indol Acético (AIA) produ
zido por RD inibiu o crescimento radicular de beterraba (Loper & Schroth, 
1986), enquanto linhagens de Pseudomonas não produtoras de AIA 
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não reduziram o crescimento radicular. Sarwar & Kremer (1995) verifi
caram que a inibição do crescimento radicular de algumas plantas cul
tivadas e ervas daninhas por uma linhagem de Enterobacter taylore que 
produz grandes quantidades de AIA foi aumentada sinergisticamente 
por triptofano, um precursor do AIA.

As rizobactérias deletérias também afetam o crescimento das plantas 
por competição de nutrientes. Competição da rizosfera de Plantago 
major L. causado por RD reduziu a absorção de P e, conseqüentemen- 
te, o crescimento da planta (Bass, 1990).

Verifica-se que as rizobactérias têm o potencial de agir tanto como 
RD como RPCP As RDs representam um grupo importante de patógenos 
de plantas, cujo diagnóstico em condições de campo e controle torna- 
se bastante difícil devido à ausência de sintomas visuais e de mortalida
de de plantas. Está claro que grande parte dos efeitos deletérios dessas 
rizobactérias estão associados com a prática da monocultura. Nesse 
sentido, a rotação de culturas deveria ser considerada uma prática de 
controle efetiva (Schippers et al., 1987).

RIZOBACTÉRIAS QUE METABOLIZAM 
MOLÉCULAS XENOBIÓTICAS

A biodegradação de alguns compostos xenobióticos sintetizados pelo 
homem e estranhos ao meio-ambiente tem sido favorecida na presença 
de raízes e exsudados de raízes de plantas (Hsu & Bartha, 1979; Walton 
& Anderson, 1990, 1992; Ferro et al., 1994). Isso porque na rizosfera há 
uma grande biomassa microbiana e uma maior atividade como resultado 
de substratos de carbono fornecidos pela rizodeposição. As plantas são 
expostas a compostos tóxicos de ocorrência natural, incluindo fenóis, 
diterpenos e alcalóides, e também a compostos antropogênicos potencial
mente tóxicos. Por outro lado, a microbiota na rizosfera é capaz de de
gradar muitos dos compostos alelopáticos de ocorrência natural e subs
tâncias xenobióticas sintéticas. As pseudomonas, muito comuns em so
los rizosféricos, parecem ser bem adaptadas aos exsudados de raízes e 
utilizam prontamente substâncias orgânicas liberadas pelas plantas. Já 
espécies de Artbobacter são abundantes a baixos níveis de exsudados.

Em alguns casos, análogos estruturais de vários xenobióticos que 
fazem parte dos exsudados de raízes, componentes das paredes de 
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células e lisados, assim como produtos secundários de decomposição 
desses materiais, podem selecionar microrganismos que metabolizam 
ou cometabolizam xenobióticos.

Por outro lado, plantas podem ser úteis na estabilização e biorreme- 
diação de solos poluídos, atuando diretamente através de seu próprio 
metabolismo (Scheel etal., 1984) ou através da estimulação de rizobactérias 
indígenas que podem metabolizar esses poluentes (Walton & Anderson, 
1990; Boyle & Shann, 1995). No entanto, muitos poluentes na superfície 
do solo são fitotóxicos e, nesses casos, seria vantajoso combinar o trata
mento de solos contaminados com a utilização de plantas e rizobactérias, 
de modo que a detoxicação por bactérias melhoraria o crescimento das 
plantas e evitaria a absorção e bioconcentração no tecido vegetal. Tem 
sido proposto que a atividade microbiana de rizobactérias pode proteger 
certas espécies de plantas que se desenvolvem em solos contaminados 
com herbicidas (Anderson etal., 1994) e Pentaclorofenol (Pfender, 1996). 
Rizobactérias com potencial catabólico para diferentes tipos de poluentes 
poderíam servir como base de um sistema planta-bactéria para purifica
ção do solo (Barkovskii et al., 1995). Bactérias dos gêneros Rhizobium, 
Azospirillum e Azotobacter são organismos ideais para esse propósito, 
pois colonizam o rizoplano e rizosfera de muitas espécies de plantas. 
Elas são bem estudadas como rizobactérias promotoras de crescimento 
de plantas e fixadoras de N, e, portanto, apresentam inúmeras vantagens 
quanto à produção de inoculantes. Nesse sentido, Venkateswarlu & 
Sethunatan (1984) isolaram uma linhagem de Azospirillum lipoferum com 
potencial de metabolizar o inseticida-nematicida carbofuran. Na mesma 
linha de pesquisa, Barkovskii et al. (1995) estudaram a capacidade de 31 
linhagens de A. brasilense e A. lipoferum, isoladas da rizosfera e do 
rizoplano de diferentes plantas para degradar fenol e benzoato. Os auto
res observaram que nove das 31 linhagens possuíam a capacidade de 
degradar benzoato e 3 linhagens possuíam a capacidade de degradar 
fenol, e que o metabolismo desses compostos pelas bactérias foi depen
dente da presença de extrato de levedura.

A capacidade de linhagens de Azospirillum degradarem fenol e ben
zoato indica a presença das enzimas monoxigenases, dioxigenases e 
isomerases, cujas funções são a divagem dos anéis aromáticos e a con
versão dos produtos resultantes para metabolismo energético.

Hoagland et al. (1995) encontraram duas linhagens de Pseudomonas 
isoladas da rizosfera de arroz que hidrolisaram o herbicida propanil.
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Essas linhagens apresentam alta atividade aril acilamidase (completa 
dissipação de propanil [N-(3,4-dichlorofenil) propanamida] a dicloroani- 
lina - DCA). Embora DCA e outras cloroanilinas sejam resistentes à 
biodegradação no solo, algumas rizobactérias podem metabolizar tais 
compostos (You & Bartha, 1982; Zeyer & Kearney, 1982; Roque et al., 
1997). Aril acilamidases específicas responsáveis pela hidrólise de ace- 
tanilidas, tais como propanil, fenilureias e carbamatos, têm sido descri
tas para várias linhagens bacterianas, incluindo Pseudomonas (Kearney, 
1965; Hirase & Matsunaka, 1989), Alcaligines (Hirase & Matsunaka, 1989), 
Bacillus (Wallnõfer & Bader, 1969) e Corynebacterium (Nakamura et 
al., 1992).

Hsu & Bartka (1979) verificaram que a presença de plantas ou irriga
ção do solo com exsudados de raízes aumentou a taxa de degradação 
de parathion. A degradação do herbicida Mecoprop por uma comunidade 
microbiana isolada da rizosfera de trigo também tem sido documentada 
por Lappin et al. (1985).

A possibilidade de que raízes de plantas aumentam a degradação 
microbiana de moléculas xenobióticas pode abrir novos horizontes para 
resolver problemas relacionados com contaminação ambiental, através 
do uso de vegetação para remediação de solos. Também rizobactérias 
benéficas podem proteger plantas cultivadas dos efeitos tóxicos de pes
ticidas.

CONCLUSÕES

Os resultados dos experimentos com a utilização de RPCPs na agricul
tura têm despertado o interesse de muitos pesquisadores, dado o seu 
potencial de controlar pragas, fixar N,, detoxificar xenobióticos, entre 
outros atributos. No entanto, há inúmeros relatos indicando que inoculação 
com RPCPs nem sempre conduz a aumentos significativos da produção. 
Várias são as razões para essas inconsistências, incluindo, principalmen
te, caracteres intrínsecos das bactérias com competência ecológica (ca
pacidade de competir e sobreviver na rizosfera) e perda de características 
importantes quando a bactéria é cultivada in vitro. Além disso, a nature
za da microflora do solo pode afetar o comportamento das RPCPs. Essas 
devem competir com microrganismos indígenas por nutrientes e água.

A produção de metabólicos tóxicos pelas RPCPs que reduzem o cres
cimento da microflora competitiva pode, de certo modo, favorecer uma 
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maior competência na rizosfera. Ademais, uma eficiente colonização 
de raízes é um requisito fundamental para proteção de plantas contra 
fitopatógenos. Vários caracteres têm sido identificados como relevantes 
para colonização. Entre eles estão a presença de flagelo, a capacidade 
de sintetizar aminoácidos e a presença da cadeia lateral O-antigenic de 
polissacarídeo.

Todos esses caracteres mencionados não são fáceis de serem identi
ficados e selecionados in vivo, e os testes envolvendo plantas são labo
riosos, principalmente quando se trabalha com centenas de linhagens 
e/ou mutantes. No entanto, apesar desse inconveniente, os testes in 
vivo são os preferidos para se selecionar RPCPs.
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INTRODUÇÃO

Microrganismos endofíticos são principalmente fungos e bactérias 
que vivem no interior das plantas, habitando, de modo geral, suas par
tes aéreas, como folhas e caules, sem causar aparentemente nenhum 
dano a seus hospedeiros. Portanto, eles se diferenciam dos microrga
nismos fitopatogênicos, que são prejudiciais às plantas, causando-lhes 
doenças. São também distintos dos microrganismos epifíticos, que vi
vem na superfície dos órgãos e tecidos vegetais. Evidentemente, essas 
distinções têm finalidades apenas didáticas, havendo sobreposição en
tre esses grupos de microrganismos. Assim, um endófito, que vive no 
interior de uma planta de acordo com as condições do ambiente e o 
próprio estado fisiológico do hospedeiro, pode ser considerado um 
patógeno latente. De fato, há duas maneiras de se estudar um micror- 
ganismo endofítico, conforme o enfoque seja patológico ou ecológico. 
Na primeira, microrganismos são inoculados em plantas ou partes ve
getais para verificar se eles produzem doenças, muitas vezes sem a 
preocupação de preservar as condições naturais em que a planta vive, 
ou seja, favorecendo o microrganismo. O enfoque ecológico está muito 
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mais relacionado com as interações planta-microrganismo em condi
ções naturais como um ecossistema tendendo ao equilíbrio. Nessas 
condições, um microrganismo endofítico, do ponto de vista ecológico, 
pode ser também considerado patogênico. Também um microrganis
mo epifítico pode eventualmente alojar-se no interior de um tecido 
vegetal e nesse caso ser erroneamente considerado como endofítico. 
Microrganismos endofíticos também podem ser encontrados não ape
nas nas partes aéreas vegetais mas inclusive em raízes, que são, aliás, 
uma das principais portas de entrada dos mesmos. A distinção, no caso, 
é feita apenas para não incluir as bactérias fixadoras de nitrogênio entre 
os endófitos, que vivem em simbiose com as plantas formando nódulos 
nas mesmas, e também os fungos micorrízicos. Eles são microrganis
mos endofíticos, mas constituem grupos muito mais estudados que os 
outros que habitam principalmente as partes aéreas das plantas. A res
peito destes, as pesquisas ainda são poucas, comparadas com as exis
tentes sobre micorrizas e bactérias, como por exemplo em Rhizobium. 
No presente capítulo não serão abordados fungos micorrízicos que vi
vem em associação com raízes de plantas e bactérias fixadoras de nitro
gênio que formam nódulos em seus hospedeiros.

DESCOBERTA E CRESCENTE IMPORTÂNCIA 
DOS MICRORGANISMOS ENDOFÍTICOS

Microrganismos endófitos foram mencionados pela primeira vez no 
início do século XIX, mas foi Bary (1866) quem primeiro delineou uma 
possível distinção entre eles e patógenos de plantas. Definidos como 
assintomáticos, não produzindo, portanto, efeitos benéficos ou prejudi
ciais aos seus hospedeiros, permaneceram praticamente esquecidos até 
o final dos anos 70, quando, por uma série de motivos, começaram a 
chamar atenção. Nessa época verificou-se que, longe de serem meros 
habitantes do interior de vegetais, possuíam propriedades de interesse, 
como por exemplo conferir proteção contra insetos-pragas, outros micror
ganismos patogênicos e inclusive contra herbívoros. Atualmente, sabe- 
se que endófitos podem produzir toxinas, antibióticos e outros fármacos, 
fatores de crescimento e muitos produtos de potencial interesse bio- 
tecnológico, além de exercerem outras funções de importância para a 
sobrevivência do hospedeiro.
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INSTALAÇÃO DE UM MICRORGANISMO 
ENDOFÍTICO NO HOSPEDEIRO

Em geral, microrganismos endofíticos adentram as plantas por aber
turas naturais e feridas. Uma das portas de entrada mais utilizadas pelos 
endófitos são as raízes; a emergência de raízes secundárias laterais sempre 
é acompanhada por uma “ferida”, que serve de entrada para os microrga
nismos. O próprio crescimento das raízes, penetrando no solo, gera 
abrasões que facilitam a entrada de germes. Outras portas de entrada 
são aberturas naturais como estômatos e hidatódios, aberturas causa
das por insetos e até por estruturas de fungos patogênicos, como os 
apressórios. Eles podem também ser encontrados dentro de estruturas 
fúngicas. Esse é o caso constatado por Paula etal. (1991), que identifica
ram um fungo micorrízico, o Glomus clarum, contendo a bactéria endo- 
fítica Acetobacterdiazotrophicus no seu interior. Especialmente em plan
tas perenes, podem ser causadas feridas como as que fatalmente ocor
rem, por exemplo, na época da colheita de frutos. Elas constituem pontos 
de penetração de endófitos. Também pode ocorrer entrada ativa de 
endófitos pela produção de enzimas ou estruturas que facilitam a pene
tração dos microrganismos. No caso de bactérias endofíticas, como as 
fixadoras de nitrogênio, penetram via raízes laterais emergentes ou pela 
região apical meristemática da raiz. Outras podem entrar via estômatos 
(Dõbereiner et al., 1993). Há, em seguida, movimento dos microrganis
mos dentro da planta, atingindo os diversos órgãos e tecidos. Alguns 
microrganismos endofíticos são transmitidos via semente. Em plantas 
com propagação vegetativa, eles passam de uma para outra através das 
estruturas utilizadas nessa propagação. Para mais detalhes sobre o assun
to, consultar Sprent & James (1995).

ISOLAMENTO DE MICRORGANISMOS 
ENDOFÍTICOS

Embora microrganismos endofíticos possam ser detectados no inte
rior de tecidos vegetais por meio de microscopia ótica ou eletrônica 
(Bernstein & Carroll, 1977), seu isolamento envolve cuidados especiais 
para que sejam excluídos os microrganismos que vivem na superfície 
do hospedeiro, ou seja, os epífitos. Um dos processos mais comuns de 
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isolamento vem a ser a lavagem de folhas, caules e outros órgãos vege
tais em estudo com etanol 70%, seguido de tratamento com hipoclorito 
de sódio 3% e novamente tratamento com etanol ou água esterilizada. 
Os tempos de tratamento e a própria concentração de hipoclorito de 
sódio podem variar de acordo com a textura do material a ser utilizado. 
Testes preliminares têm que ser feitos para determinação dos tempos 
ideais de tratamento, que eliminem microrganismos epifíticos sem des
truir os endófitos (Pereira, 1993; Pereira etal., 1993; Schultz etal., 1993; 
Fisher etal., 1995). Para testes mais quantitativos, que dão uma idéia do 
número de microrganismos endofíticos no interior de um determinado 
tecido vegetal, podem ser feitas suspensões aquosas ou em solução 
salina, a partir de tecidos previamente tratados e esmagados. Pode-se 
ter assim uma estimativa do número de microrganismos por grama de 
tecido vegetal. O isolamento pode também ser feito a partir de seiva 
vegetal coletada assepticamente.

A próxima etapa no isolamento vem a ser a transferência dos frag
mentos ou suspensões de células para meios apropriados. Para o isola
mento de fungos podem ser usadas placas de Petri com meios de cul
tura como o sabouraud, batata-dextrose-ágar ou outros, quase sempre 
adicionados de antibióticos para impedir o crescimento de bactérias. 
Para o isolamento de bactérias são usados meios como o ágar nutrien
te, o LB e outros, em geral contendo fungicidas para impedir o desen
volvimento de fungos. Quando é desejável o isolamento de um grupo 
bem definido de microrganismos, tais como bactérias fixadoras de ni
trogênio, actinomicetos e muitos outros, podem ser usados meios alta
mente seletivos, que permitam somente o crescimento do grupo ou até 
mesmo de apenas uma determinada espécie que se queira isolar (Paula 
etal., 1993).

As placas de Petri com meio de cultura e o material contendo os 
endófitos são então incubadas. A temperatura e o tempo de incubação 
variam de acordo com as finalidades e o tipo de microrganismos en
dofíticos que estão sendo pesquisados. Em um meio não seletivo, um 
tempo de incubação muito pequeno não permitirá a emergência de 
microrganismos de crescimento lento. Por outro lado, um tempo exces
sivo poderá permitir grande crescimento de microrganismos mais agres
sivos, que mascararão aqueles de crescimento mais demorado e cir
cunscrito a uma pequena área no meio de cultura. Há ainda a conside-
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rar que certos microrganismos endofíticos crescem mal ou mesmo não 
crescem na ausência do hospedeiro ou de partes dele. Tudo isso difi
culta o processo de isolamento de endofíticos, e em cada caso são 
necessárias a criatividade e a imaginação do pesquisador para que os 
resultados obtidos sejam favoráveis.

Finalmente, há necessidade de uma meticulosa purificação dos mi
crorganismos isolados, seguida de estocagem por meio de processo 
apropriado de preservação entre os vários disponíveis (Azevedo, 1991). 
Com isso será possível sua posterior classificação.

Outros pontos importantes a considerar no isolamento de endófitos 
são a idade da planta e dos órgãos utilizados, o local e principalmente 
a época da coleta. Tudo isso pode ter influência no número e tipos de 
microrganismos isolados. Também há necessidade de várias coletas e 
repetições para distinguir os reais endófitos daqueles microrganismos 
epifíticos que eventualmente possam ser isolados e até mesmo con- 
taminantes. É a recorrência de uma espécie de microrganismo isolado 
que revela seu verdadeiro estado endofítico.

OCORRÊNCIA
DE MICRORGANISMOS ENDOFÍTICOS

Provavelmente todas as plantas possuem microrganismos endofíticos. 
Uma mesma planta pode albergar vários deles, incluindo fungos e bac
térias. Em geral, existem espécies bastante freqüentes em um deter
minado hospedeiro. São chamadas de espécies dominantes, em contra
posição a outras mais raras, que são as secundárias. Existe um certo 
grau de especificidade endófito-hospedeiro. Assim, em Citrus são en
contrados poucos fungos, quando comparamos com o número de es
pécies e gêneros encontrados em, por exemplo, Stylosanthes e Musa 
(Pereira, 1993; Pereira et al., 1993; Araújo & Azevedo, 1995; Glienke, 
1995; Glienke et al., 1995). A Tabela 1 dá uma idéia dos principais 
fungos encontrados em quatro espécies vegetais estudadas em nosso 
laboratório. Por outro lado, há espécies microbianas de ocorrência mais 
geral, isoladas de muitos hospedeiros, como pode ser visto nas revi
sões de Isaac (1992) em fungos e de Di Fiore & Dei Gallo (1995) em 
bactérias. A Tabela 2 apresenta as bactérias mais comumente encontra
das no interior de plantas.
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TABELA 1. Fungos endofíticos mais freqüentemente isolados de quatro espécies 
de plantas no estado de São Paulo, Brasil (os números representam porcentagem de 
fragmentos analisados contendo o fungo).

1 - Pereira, 1993; Pereira et al., 1993; 2 - Pereira, 1993; 3 - Silva et al., 1992; 4 - Glienke, 1995

TAXON STYLOSANTHES 
(D

BANANEIRA
(2)

MILHO
(3)

TANGERINAS
(4)

Alternaria sp. 1,4 0,08 0,0 o,o

Aspergillus sp. 0,0 0,08 1,0 o,o

Cordana musa 0,0 5,2 0,0 o,o

Curvularia sp. 0,0 0,4 0,03 0,0

Dreschlera sp. 0,0 0,9 0,1 0,0

Epicoccum 
purpuracens

0,0 1,4 0,0 0,0

Fusarium sp. 0,0 0,6 6,3 0,0

Glomerella 
cingulada

15,4 5,8 0,3 0,0

Glomerella sp. 1,7 o,o 0,0 56,5

Humicola sp. 0,0 0,04 0,04 0,0

Nigrospora 
oryzae

1,7 2,6 0,01 0,0

Nodulisporium 
sp.

0,08 o,o 0,0 0,0

Penicillium spp. 0,0 0,0 1,0 0,0

Periconia sp. 0,9 0,2 0,01 0,0

Phomopsis sp. 0,3 0,3 0,04 0,0

Phyloslicla sp. 0,4 1,2 0,0 27,0

Rhizopus sp. 0,0 0,0 0,3 0,0

S. poromielaa 
minima

1,1 1,0 0,0 0,0

Syncephalastrum
sp.

0,0 0,0 0,03 0,0

Trichoderma sp. 0,0 0,04 0,18 0,0

Xylaria spp. 6,3 7,2 0,0 0,0

Outros 8,3 3,7 3,0 11,8
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TABELA 2. Bactérias endofíticas encontradas em diversas espécies vegetais (modificado 
e ampliado de Di Fiore & Dei Gallo, 1995).

HOSPEDEIRO BACTÉRIAS ENCONTRADAS

Abeto (Picea glauca)

Alfafa (Medicago sativa)

Algodão (Gossypium hirsutum)

Pseudomonas putida, Staphylococcus hominis

Pseudomonas corrugata

Acinetobacter baumanii,
Agrobacterium radiobacter, Arthrobacterspp., 
Aureobacterium barkeri, A. saperdae, Bacillus brevis, 
B. cereus, B. megaterium, B. pumilus, Bacillus spp., 
Brevibacterium spp., Burkholderia solanacearum, 
Cellulomonas spp., Citrobacter testaceum, 
Clavibacter spp., Curtobacterium spp., Erwinia spp., 
Flavobacterium spp., Hydrogenophaga fiava, 
H. pseudoflava, Kluyvera spp., Lactobacillus spp., 
Listeria innocua, Methylobacterium spp., 
Micrococcus spp., Morganella spp., 
Phyllobacterium spp., Providencia alcalifaciens, 
Rhotia spp., Salmonella spp., Serratia spp., 
Shigella spp., Staphylococcus spp.,
Streptococcus spp., Xanthomonas spp., Yersinia spp.

Arroz (Oryza sativa)

Azolla spp.

Batata (Solanum tuberosum)

Azoarcus spp.

Arthrobacter globiformis

Agrobacterium spp., Bacillus megaterium, B. pumilus, 
B. sphaericus, Bacillus spp., Citrobacter freundii, 
Enterobacter cloacae, Flavobacterium spp., 
Klebsiella aerogenes, K. ozaene, Micrococcus spp., 
Pseudomonas spp., Xanthomonas spp.

Batata-doce (Jpomea batatas)

Beterraba (Beta vulgaris)

Acetobacter diazotrophicus

Bacillus subtilis, Corynebacterium sepedonicum, 
Corynebacterium spp., Erwinia herbicola, 
Lactobacillus spp., Pseudomonas aeruginosa,
P. fluorescens, Xanthomonas spp.

Cana-de-açúcar (Saccharum Acetobacter diazotrophicus 
oficinarum)

Carvalho (Quercus spp.) Bacillus spp., Pseudomonas spp.

Feijão (Phaseolus vulgaris)

Gramíneas (várias)

Enterobacter asburiae, Pseudomonas fluorescens

Acetobacter diazotrophicus, Azoarcus spp.,
Azospirillum spp., Clavibacterxyly,
Herbaspirillum seropedicae
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*Para referências bibliográficas ver Di Fiore & Dei Gallo, 1995. Ver também Souza, 1996; Araújo, 1996; Silva et al., 
1995, nas bactérias assinaladas respectivamente com os números 1, 2 e 3-

HOSPEDEIRO BACTÉRIAS ENCONTRADAS

Milho comum e doce 
(Zea mays)

Alcaligenes spp., Arthrobacter spp., 
Aurobacterium barkeri, A. sapedae,
Bacillus cereus, Bacillus spp. (1),
Brevibacterium spp., Burkhoideria picketii, 
Citrobacter testaceum, Curtobacterium spp., 
Enterobacter agglomerans, E.cloacae, Erwinia spp., 
Flavinomonas oryzihabitans, Flavobacterium spp., 
Hydrogenophaga fiava, H. pseudoflava,
Klebsiella terrigena, Kluyviera spp.,
Lactobacillus spp., Mathylobacterium spp., 
Microbacterium imperiale, Microbispora spp. (3), 
Micrococcus spp. (1), Moraxella spp.,
Morganella spp., Ochrobactrum anthropi, 
Phyllobacterium spp., Pseudomonas corrugata,
P. fluorescens, P. marginalis, P. viridoflava, 
Pseudomonas spp., Rhotia spp., Salmonella spp., 
Serratia marcescens, Shigella spp.,
Streptomyces spp. (3), Streptosporangium spp. (3), 
Staphylococcus spp., Vibrio spp., Xanthobacterspp.

Olmo (Ulmus americana') Methanobacterium spp.

Pepino (Cucumis sativus) Citrobacter spp., Enterobacter cloacae,
Erwinia carotovora, Erwinia spp., Proteus mirabilis

Plantas cítricas (Citrus spp.) Achromobacter spp., Alcaligenes spp (2), 
Arthrobacter spp., Bacillus cereus (2), 
B. megaterium (2), B. lentus (2), B. pumilus (2), 
Bacillus spp. (2), Burkhoideria cepacia, 
Citrobacter freundii, Corynebacterium spp., 
Enterobacter aerogenes, E. cloacae, 
E. sakazakii, Erwinia herbicola (2), 
Flavobacterium spp., Lactobacillus spp., 
Providencia spp., Pseudomonas aeruginosa, 
P. putida, Pseudomonas spp., Serratia spp., 
Serratia liquefaciens, Shigella spp., Yersinia spp.

Populus deltoides 

Salgueiro (Salix mgra) 

Tomate (Lycopersicum 
esculentum)

Trigo (Triticum spp.)

Methanobacterium spp.

Methanobacterium spp.

Pseudomonas fluorescens, P. putida,
Pseudomonas spp.

Pseudomonas fluorescens
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EFEITOS DOS MICRORGANISMOS ENDOFÍTICOS
EM SEUS HOSPEDEIROS

Apesar de haverem sido inicialmente descritos como assintomáticos, 
e muitos dos endófitos isolados até o momento não terem efeitos co
nhecidos sobre seus hospedeiros vegetais, vários deles já demonstra
ram ter uma função bem determinada nas plantas que os albergam. 
Assim, alguns possuem capacidade de modificar morfologicamente os 
tecidos do hospedeiro, outros acarretam modificações fisiológicas e 
outros, como já mencionado, protegem as plantas contra o ataque de 
insetos ou patógenos. Serão apresentados, a seguir, exemplos de en
dófitos que interagem com seus hospedeiros, produzindo efeitos que 
vão desde proteção da planta contra predadores e patógenos até inibi
ção na formação de estruturas reprodutivas na mesma.

ENDÓFITOS E CONTROLE BIOLÓGICO DE INSETOS

Vários casos de controle biológico natural de insetos por meio de 
microrganismos endofíticos têm sido relatados. Por exemplo, Rbabdocline 
parkery, um fungo endofítico isolado de pinheiros, infecta também as 
galhas formadas na planta pelo inseto-praga da mesma, pertencente ao 
gênero Contarina. Isso ocasiona mortalidade das larvas que habitam o 
interior das galhas, provavelmente devido à produção de uma toxina 
pelo fungo. Mesmo fungos entomopatogênicos bastante conhecidos e já 
largamente empregados no controle biológico de insetos-pragas da agri
cultura são encontrados como endófitos. Esse é o caso de Beauveria 
bassiana, encontrado como endófito no milho, protegendo o hospedei
ro contra o ataque de insetos (Bing & Lewis, 1993). Muitos outros casos 
são relatados, como pode ser apreciado na revisão de Breen (1994) .

Em certas gramíneas, a presença de fungos endofíticos reduz o ataque 
de insetos, como Spodoptera  frugiperda e S. eridana (Breen, 1993)- Nes
se caso, é interessante o fato de 5. frugiperda discriminar plantas infectadas 
por fungos endófitos do gênero Acremonium. Não sendo atacadas por 
insetos, essas plantas tornam-se mais vigorosas e, conseqüentemente, 
resistem mais ao ataque de doenças e são selecionadas. Essa é uma ma
neira de seleção de determinados endófitos dentro de plantas (Clay et al., 
1993). Também em algumas plantas de clima temperado, como os olmei- 
ros, coleópteros transmitem certas doenças, como a causada pelo fungo 
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Ceratocystis ulmi. Na presença do fungo endofítico Phomopsis oblonga, 
as árvores são menos afetadas pela doença graças à proteção que o fun
go endofítico proporciona, por diminuição do ataque dos insetos. Casos 
específicos de proteção direta contra doenças de plantas, proporciona
dos por microrganismos endofíticos, serão vistos no próximo seguinte.

ENDÓFITOS E CONTROLE DE FITOPATÓGENOS

A produção de certos compostos como os antibióticos (Fisher et al., 
1986) e outros metabólitos, por microrganismos endofíticos, já sugeria 
que eles podem controlar doenças de plantas. De fato, Acremonium 
coenophialum, um endófito comumente encontrado em gramíneas, tem 
efeitos inibitórios sobre vários patógenos (White & Cole, 1985). Tomatei
ros contendo o fungo endofítico Acremonium kilense também apresen
tam maior proteção contra patógenos, como Fusarium oxysporum e Clavi- 
bacter michiganense. Bactérias do gênero Erwinia ocorrem no interior 
de plantas de soja e produzem metabólitos que protegem a planta contra 
a “queima bacteriana da soja”, causada por Pseudomonas syringae pv. 
glycinea (Voltsch etal., 1992). O patógeno de Pinus Gremmeniellaabietina 
também é controlado por endófitos que reduzem ou até suprimem seu 
crescimento. Interessante, nesse caso, é a redução da população de endó
fitos em solos com alto teor de níquel, o que ocasiona maior incidência 
da doença nesses solos (Ranta et al., 1994).

Em alguns casos, nematóides podem ser controlados por endófitos. 
O Fusarium oxysporum de tomateiro pode ocorrer tanto como endófito 
quanto como patógeno, dependendo das condições e possivelmente 
da presença de certas raças fisiológicas. De qualquer forma, ele produz 
metabólitos contra o nematóide Meloidogyne incógnita. Além disso, 
inibe, pelo menos in vitro, outros fungos patogênicos, como Pbytium 
ultimum e Rhyzoctonia solani (Hallman & Sikora, 1996).

EFEITOS DE MICRORGANISMOS ENDOFÍTICOS
SOBRE HERBÍVOROS

Descobriu-se que toxicoses induzidas em herbívoros domésticos, por 
ingestão de certas plantas, estão relacionadas com microrganismos en
dofíticos, principalmente fungos. Gado alimentando-se de certas gramíneas
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forrageiras contendo endófitos desenvolvem certos sintomas, tais como 
diminuição de peso, aumento de temperatura do corpo e gangrena, que 
podem levar os animais à morte. Na Nova Zelândia há relatos de casos 
de intoxicação em carneiros alimentados com a planta Lolium perenne 
contendo fungos endofíticos, que produzem alcalóides, com a ocorrên
cia de espasmos musculares e perda de capacidade de manter-se em pé. 
Muitos outros casos são citados na literatura, inclusive relatos de fungos 
endofíticos, como oA coenophialum que, produzindo alcalóides, prote
gem os hospedeiros contra herbivoria, facilitando a dispersão de suas 
sementes, como ocorre em Festuca arundinacea (Knoch et al., 1993)

EFEITOS FISIOLÓGICOS, MORFOLÓGICOS 
E PRODUÇÃO DE METABÓLITOS POR ENDÓFITOS

Várias modificações fisiológicas em plantas foram relacionadas com 
a presença de microrganismos que habitam seu interior. Alguns endófitos 
associados a folhas e pecíolos têm alta produção de enzimas, como 
celulases e ligninases. Esses fungos, principalmente os pertencentes ao 
gênero Xylaria, podem iniciar o processo de queda das folhas atuando 
por degradação da celulose e lignina, após a morte do tecido (Carroll & 
Carroll, 1978). Em gramíneas, endófitos podem inibir a reprodução da 
planta hospedeira, pois sua presença dentro dos óvulos produz esterili
dade. Outros fungos endofíticos, como o Epicoccum purpuraceus, au
mentam o poder germinativo das sementes que os contêm. Há ainda 
vários relatos de fungos endofíticos produzindo fatores de crescimento 
como o Fusarium moniliforme que produz giberelina, ocasionando, 
inclusive, modificações morfológicas teratogênicas nas plantas hospe
deiras. Outros endófitos, como as bactérias, produzem antibióticos, fa
tores de crescimento, como o ácido indol-acético (IAA) (Fuentes-Ramirez 
et al., 1993) e metabólitos de utilidade ou potencialmente úteis. Embo
ra não totalmente confirmado, o taxol, um diterpenóide produzido pela 
planta Taxus brevifolia e largamente utilizado no tratamento do câncer 
mamário e de útero, é também produzido por um fungo endofítico, o 
Taxomyces andreanae encontrado dentro de T. brevifolia (Stierle et al., 
1993). É interessante notar que alguns compostos de origem vegetal 
também são produzidos por fungos que habitam esses vegetais. É o 
caso de hormônios de crescimento e o próprio taxol. Tudo parece indi
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car uma transposição de genes entre plantas e fungos em uma verda
deira engenharia genética in vivo. Se esses e outros casos forem confirma
dos, ficará evidente que vegetais e fungos transgênicos podem ocorrer 
naturalmente pela transferência de genes entre espécies pertencentes a 
diferentes reinos.

Além dos já citados, outros efeitos de microrganismos endofíticos 
em plantas cultivadas são de grande importância na agricultura. Alguns 
fungos endofíticos aumentam a tolerância de plantas à seca, enquanto 
outros promovem a fixação não simbiótica do nitrogênio atmosférico. 
Nesse particular, trabalhos em cana-de-açúcar (Dõbereiner, 1992) de
monstram que endófitos, como Acetobacter diazotropbicus, além de 
outras bactérias, geram um aumento de produção sem elevar custos 
com o emprego de insumos como adubos nitrogenados. Uma excelen
te revisão sobre a ocorrência de bactérias endofíticas diazotróficas em 
não leguminosas é a de Dõbereiner et al. (1995). Há também efeitos 
negativos de endófitos sobre as plantas, como aqueles causados pela 
redução de infecções micorrízicas ou ao menos potencialmente pela 
redução de bactérias fixadoras de nitrogênio.

ENDÓFITOS COMO PATÓGENOS DE PLANTAS

Como mencionado na introdução, é difícil estabelecer um limite de
finido entre microrganismos endofíticos e patogênicos. Muitos endófitos 
são relacionados com patógenos, e pode ser, inclusive, levantada a 
hipótese de que todos os patógenos tenham sido derivados de endófitos 
e vice-versa. Muitos endófitos estão intimamente relacionados com pa
tógenos, como o caso do fungo endofítico R.parkeri, isolado de crucíferas 
e relacionado com outros fungos desse gênero e patógenos do mesmo 
hospedeiro. Vários patógenos de plantas de clima temperado e tropi
cal, estas últimas estudadas no Brasil, como Stylosanthes, bananeira e 
plantas cítricas, estão presentes em plantas aparentemente sadias (Pe
reira et al., 1993; Glienke, 1995; Glienke et al., 1995). Foi detectada 
também uma modificação genética em Colletotrichum magna, que nor
malmente causa antracnose em cucurbitáceas, resultando em um endófito 
que não produz nenhum efeito patogênico no hospedeiro mas, ao con
trário, o protege contra fungos fitopatogênicos corno Fusarium e o pró
prio C. magna (Freeman & Rodrigues, 1993). Certos endófitos, que não 
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causam sintomas em determinado hospedeiro, podem ser patógenos 
para outros. Mais detalhes são encontrados em outras revisões sobre o 
assunto, em fungos (Azevedo, 1996) e em bactérias (Di Fiore & Dei 
Gallo, 1995; Sprent & James, 1995).

ENDÓFITOS EM CULTURAS DE TECIDOS VEGETAIS

Contaminações que ocorrem frequentemente em culturas de tecidos 
vegetais podem ser conseqüência não da ineficiência da técnica ou 
descuido do manipulador, mas sim da presença de microrganismos 
endofíticos. É certo que muitas culturas vegetais derivadas de peque
nos segmentos da planta resultam em plantas axênicas, isto é, sem mi
crorganismos no seu interior. Essas plantas, muitas vezes livres de mi
crorganismos prejudiciais, como vírus, podem ter sua produção melho
rada posteriormente em campo. Exemplo típico é o que ocorre em 
plantas de moranguinho que, derivadas de cultura de tecidos e livres 
de vírus, apresentam incremento na produção. Por outro lado, a limpe
za de endófitos pode levar a perdas em vigor e surgimento de outros 
efeitos colaterais em plantas derivadas de cultura de tecidos. Principal
mente se essas plantas axênicas são levadas a locais onde os endófitos 
não forem encontrados, prejuízos poderão advir pela eliminação de 
microrganismos úteis, que protegem as plantas contra pragas e patóge
nos, além de causar outros efeitos favoráveis.

VARIABILIDADE EM MICRORGANISMOS ENDOFÍTICOS

Tem-se conhecimento de que microrganismos endofíticos existem 
em praticamente todas as plantas, e também se sabe que ocorrem varia
ções dentro das espécies, inclusive tornando-as patogênicas ou não 
(ver item anterior). Entretanto, não existem ainda muitas informações 
sobre a variabilidade dentro de espécies ou gêneros que ocorrem no 
interior de uma mesma planta, em seus diferentes órgãos ou tecidos, 
ou entre endófitos isolados da mesma espécie vegetal, porém em dife
rentes épocas do ano ou locais distintos. Sabe-se que a variação fenotípica 
é comum entre isolados de uma mesma espécie de fungo (Fig. 1).

A verificação da extensão dessa variabilidade genética torna-se impor
tante para futuros estudos, inclusive de genética e melhoramento genéti-



130 ECOLOGIA MICROBIANA

FIGURA 1. Variabilidade fenotípica observada em isolados do fungo Guignardia citricarpa, 
forma teleomorfa de Phyllosticta, obtidos de plantas cítricas (tangerinas) (Glienke, 1995).

co em microrganismos endofíticos. Atualmente, além da morfologia e de 
técnicas já tradicionais, como a eletroforese isoenzimática, existem ou
tras, conhecidas por siglas como RFLP, PCR e RAPD (ver capítulo 8 sobre 
aplicações da PCR, nesta mesma publicação), que permitem um estudo 
mais detalhado da variabilidade existente dentro e entre espécies. Em 
fungos endofíticos já foram feitos diversos estudos, estimando-se a varia
bilidade existente em Xylaria, por exemplo, utilizando-se eletroforese 
isoenzimática (Brunner & Petrini, 1992). Com técnicas mais modernas de 
análise direta do DNA, estudos já foram feitos em R. parkeri por RAPD 
(McCutcheon etal., 1993), onde foi encontrada maior variabilidade gené
tica em fungos coletados em folhas maduras, em comparação com uma 
menor variabilidade achada em fungos provenientes de folhas jovens. 
Wilson etal. (1994) estudaram via RFLP o endófito Leptostroma, anamorfo 
de Lophodermiumpinastri, em Pinus resinosa, distinguindo entre os iso
lados 27 genótipos. Eletroforese em campo pulsado foi também usada 
para detectar variabilidade em isolados de Colletotrichum gloeosporioides 
de Stylosanthes, na Austrália. Verificou-se, no caso, a ocorrência de mini- 
cromossomos que, presume-se, têm um papel na patogenicidade da es
pécie (Masel et al., 1992). Nos laboratórios do Setor de Genética de Mi
crorganismos do departamento de Genética da Escola Superior de Agri
cultura “Luiz de Queiroz” da Universidade de São Paulo, em Piracicaba, 
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estudos têm sido realizados sobre variabilidade genética por meio da 
RAPD em endófitos derivados de bananeira, milho e plantas cítricas uti
lizando tanto fungos como bactérias (Fig. 2).

Além da técnica de RAPD, também foram utilizadas técnicas de ele
troforese em campo pulsado (Fig. 3) e perfil plasmidial, esse último, de 
amostras bacterianas como mostra a Fig. 4.

M 1 1 22334455667 78899 10 10 11 11 12 12

FIGURA 2. Variabilidade genética em isolados de Guignardia citricarpa, provenientes 
de plantas cítricas, detectada pela técnica de RAPD. A reação de amplificação utilizou 
o oligonucleotídio OPX6. Os números de 1 a 12 referem-se a diferentes isolados do 
fungo (em duplicata). M é o marcador de peso molecular (Glienke, 1995).

Mb A.n 1 2 3 4 S.c FIGURA 3. Variabilidade 
cariotípica em 
Colletotrichum musae 
detectada pela técnica 
de eletroforese em campo 
pulsado. Diferentes 
isolados do fungo 
(1,2,3,4) mostram uma 
variação no número 
e tamanho dos seus 
cromossomos. A.n é o 
controle (cromossomos 
do fungo Aspergillus 
nidulans que possui 8 
cromossomos e 6 bandas 
visíveis), Mb é o peso 
molecular em mega-bases.
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FIGURA 4. Bandas plasmidiais detectadas em isolados de Erwinia herbicola, bactéria 
endofítica isolada de plantas cítricas. As canaletas de 2 a 15 correspondem a diferentes 
isolados da bactéria. A canaleta 1 corresponde ao marcador de peso molecular. 
Bactérias endofíticas também isoladas de milho correspondem às canaletas 16 
(.Alcaligenes sp.), 17,18, 20 (Pseudomorias spp.) e 19(8ac/7/ussp.). CRM corresponde 
ao DNA cromossômico (Araújo, 1996).

Em muitos casos houve indicação de alta variabilidade dentro e entre 
espécies de endófitos (Glienke, 1995; Pamphile etal., 1995; Ribeiro, 1995; 
Araújo, 1996; Longo, 1996; Souza, 1996). A revisão de Azevedo (1996) 
sobre fungos endofíticos isolados de plantas tropicais e sua variabilidade 
poderá ser consultada para maiores detalhes sobre o assunto.

MANIPULAÇÃO GENÉTICA E BIOTECNOLOGIA
EM MICRORGANISMOS ENDOFÍTICOS

Uma vez que microrganismos endofíticos coexistem com seus hospe
deiros, qualquer modificação genética nesses microrganismos poderá 
introduzir novas características de interesse nas plantas. Genes da bac
téria Bacillus thuringiensis, que produz proteínas com propriedades 
inseticidas já foram transferidos para plantas. Resultaram, dessa manei
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ra, plantas transgênicas com resistência a determinados insetos. Entre
tanto, o processo traz problemas metodológicos que ainda precisam 
ser solucionados, como os de biossegurança e de rápida emergência de 
resistência nos insetos-pragas. A modificação, por tecnologia do DNA 
recombinante, de um microrganismo endofítico, introduzindo-se nele, 
por exemplo, o gene da proteína cristal de B. thuringiensis, é metodo- 
logicamente mais simples e reduzem-se os problemas de biossegurança, 
pois há espécies vegetais que não transmitem microrganismos via se
mente. A produção constante de microrganismos endofíticos, diferen
temente modificados, também poderá reduzir o problema da emergên
cia de formas resistentes de insetos.

A primeira tentativa de manipulação de um microrganismo endofítico 
consistiu na introdução do gene de B. thuringiensis em Clavibacterxyli 
subsp. cynodontis, uma bactéria que habita o interior de plantas de 
milho. Essa bactéria modificada foi reintroduzida no milho, via inoculação 
de sementes, para o controle da broca do colmo do milho (Fahey, 1988). 
O produto, conhecido pelo nome geral de “incide”, está sendo produ
zido por uma empresa de biotecnologia que vem desenvolvendo mi
crorganismos modificados geneticamente para outras plantas, além do 
milho. Embora ainda existam problemas metodológicos a resolver, o 
produto, ao menos potencialmente, apresenta valor biotecnológico. Tes- 
ter (1992) verificou que a bactéria assim modificada não sobrevive na
turalmente fora da planta, o que torna o produto mais seguro. O gene 
de B. thuringiensis também foi usado em Bradyrhizobium, que produz 
fixação biológica do nitrogênio atmosférico em leguminosas (Nambiar 
et al., 1990). O gene foi capaz de se expressar, e a bactéria, além de 
fixar N também produziu a toxina codificada pelo gene introduzido 
em plantas de Cajanus cajan, protegendo-as contra larvas do inseto 
Rivelia angulata. Mais dados sobre manipulação genética em endófitos 
para proteção contra insetos podem ser encontrados na revisão de Di 
Fiore & Dei Gallo (1995).

Estudos em nossos laboratórios, primeiramente com linhagens de 
Colletotrichum endófitos de bananeira modificados geneticamente por 
mutação espontânea para resistência a fungicidas, revelaram que os 
mutantes inoculados em plantas axênicas derivadas de cultura de teci
dos vegetais, em competição com linhagens selvagens, foram estáveis 
e mantiveram-se na planta por até 45 dias e, em alguns casos, sobrepu
jaram mesmo as linhagens selvagens sensíveis (Pereira, 1993; Azevedo, 
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1996). Por outro lado, linhagens do mesmo fungo, nas quais foi intro
duzido o gene de resistência ao fungicida benomil, via transformação 
por gene de fungo resistente ao benomil, não apresentaram tão alto 
grau de competitividade junto à linhagem selvagem, o que pode indi
car que a manutenção de linhagens endofíticas engenheiradas em plantas 
pode se constituir em um problema, dificultando seu uso (Longo, 1996). 
A utilização desses microrganismos geneticamente modificados tam
bém pode ser problemática, se a concentração do produto que se quer 
introduzir na planta não atingir níveis adequados em todos os locais do 
vegetal onde ele deveria atuar, como, aliás, foi salientado anteriormen
te. No caso de C. xyli, já mencionado, houve uma perda do gene intro
duzido em cerca de 15% das linhagens no interior de plantas de milho, 
até o período da colheita (Turner et al., 1991).

Talvez o principal uso de microrganismos endofíticos no futuro seja 
derivado não da manipulação genética por meio da tecnologia do DNA 
recombinante, mas sim da extração de compostos deles derivados, como 
metabólitos que podem ser empregados como fármacos e agroquímicos. 
Vários exemplos citados neste capítulo demonstram a sua potencialidade 
na produção de substâncias de valor biotecnológico.

CONCLUSÕES

Os microrganismos endofíticos, embora já descritos no século XIX, 
começaram a ser efetivamente estudados somente no final dos anos 70, 
primeiro timidamente e com interesse mais acadêmico. Nos últimos 
anos, entretanto, eles adquiriram grande importância. Verificou-se que 
não se tratam de simples espectadores dentro de seus hospedeiros, 
como eram considerados até então. Eles passaram a ser vistos como 
atores em importantes processos, por exemplo, protegendo a planta 
contra seus inimigos. Mais ainda, foram identificados como realizadores 
de funções de alto interesse agronômico, como a fixação de nitrogênio 
atmosférico, produção de metabólitos úteis para a planta hospedeira, e 
outras, o que os colocou no mesmo nível de microrganismos como os 
fungos micorrízicos e as bactérias simbiontes, que também fixam N, 
atmosférico. Com a possibilidade de manipulação genética de micror
ganismos endofíticos e a alta variabilidade que hoje sabemos que ocor
re, programas de melhoramento genético devem produzir resultados 
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que levem à sua utilização mais racional. Os métodos de melhoramen
to genético de plantas praticamente nunca consideraram os microrga
nismos endofíticos. Isso pode ocasionar alterações no equilíbrio inter
no entre endófitos e levar a respostas patogênicas, ou seja, muitos pató
genos de plantas melhoradas geneticamente ou submetidas a condi
ções artificiais de cultivo devem ser, na realidade, endófitos em dese
quilíbrio pelas condições artificiais a que foram submetidos seus hospe
deiros. Isso é agravado pelo uso abusivo e, muitas vezes, indiscriminado 
de agroquímicos, que também podem reduzir ou eliminar certos mi
crorganismos endofíticos essenciais para a manutenção de um estado 
de equilíbrio entre planta-endófito-ambiente. Também fica claro que a 
técnica de cultura de tecidos vegetais pode levar a desequilíbrios entre 
plantas e endófitos. Enfim, há um longo caminho a percorrer para que 
todas as interações entre microrganismos endofíticos e seus hospedei
ros sejam bem entendidas e, mais ainda, aproveitadas com sucesso. 
Também parece ter ficado claro que apenas uma ínfima quantidade de 
endófitos é atualmente conhecida, especialmente em espécies vegetais 
de clima tropical. Pode-se esperar, portanto, que pesquisas com os 
microrganismos endofíticos devam levar a novas e surpreendentes des
cobertas de interesse.
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INTRODUÇÃO

Os escleródios têm recebido considerável atenção por parte dos mi- 
cologistas, por desempenharem importante papel no ciclo vital de muitas 
espécies fúngicas. Patógenos de plantas de ciclo curto e de plantas 
herbáceas sobrevivem passivamente no solo através dessas estruturas, 
que são formadas por agregados compactos, multicelulares de hifas 
fúngicas, que na maturidade são rígidas e ricas em nutrientes armazena
dos. Uma vez formados, os escleródios podem sobreviver por dias ou 
por muitos anos no solo, dependendo dos fatores físicos e biológicos e 
das condições ambientais. Fungos formadores de escleródios, como 
Sclerotinia spp., Verticillium dahliae e outros, apresentam uma distribui
ção mundial e causam doenças em plantas economicamente importan
tes. Os danos causados por essas espécies são desvastadores, difíceis 
de controlar tanto por métodos culturais como químicos, e hospedeiros 
geneticamente resistentes ainda não se encontram disponíveis para mui
tos desses patógenos.
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SOBREVIVÊNCIA ATRAVÉS DE ESCLERÓDIOS

A sobrevivência por dormência ocorre geralmente na forma de es
poros, escleródios ou hifas dormentes. A resistência de escleródios e 
esporos é fisiológica e estes são morfologicamente diferentes das hifas 
que, em geral, têm maior potencial de inóculo e maior longevidade do 
que hifas dormentes (Tabela 1).

A formação e germinação dos escleródios das várias espécies de 
fungos apresentam certas similaridades. Usualmente percorrem três es
tádios de desenvolvimento. No inicial, ocorre a formação dos primórdios 
dos escleródios; no de desenvolvimento, os escleródios crescem até 
seu tamanho total; e na maturação há a formação da camada compacta 
mais externa e pigmentada (geralmente de cor escura).

Usualmente, os escleródios são formados por camadas pseudoparen- 
quimatosas contínuas, com células melanizadas conhecidas como anéis, 
que se formam externamente ao enovelado de hifas, a medula. Entre os 
tipos de escleródios, as estruturas variam muito, desde os bem desen
volvidos, com anéis diferenciados, tais como Typhula spp. e Sclerotinia 
rolfsii, até aqueles sem anéis diferenciados, como Rhizoctonia solani. 
A época em que os anéis são formados também varia. Em escleródios 
de Typhula spp., por exemplo, os anéis podem desenvolver-se antes

TABELA 1. Período de sobrevivência de escleródios de alguns fungos fitopatogêncos.

FUNGO PERÍODO
DE SOBREVIVÊNCIA

REFERÊNCIAS

Botr/tis tulipae 15 meses ou mais Coley-Smith & Javed, 1972

Colletotrichum graminicola 18 meses Casela & Frederiksen, 1993

Sclerotinia minor 4 a 5 anos Adams & Ayers, 1979

Sclerotinia sclerotiorum 4 a 5 anos Adams & Ayers, 1979

Sclerotinia trifoliorum 6 a 8 anos Dillon-Weston etal., 1946
Sclerotium cepivorum + de 10 anos Coley-Smith, 1960
Sclerotium rolfsii 5 anos Baker& Cook, 1974
Rhizoctonia solani + de 2 anos Manian & Manibhushanrao,

1990
Verticillium dahliae 14 anos Whilhelm, 1955
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da maturidade porque são maleáveis, permitindo que ocorra seu cres
cimento até a fase final do desenvolvimento. Já em Botrytis sp., os anéis 
são espessos, não permitindo a expansão e, portanto, são formados 
nos estádios finais de desenvolvimento dos escleródios (Bruehl, 1987; 
Willetts & Bullock, 1992). Internamente, os escleródios podem ser dife
renciados em córtex composto de uma fina parede de células rodeada 
de hifas compactadas, que formam a medula (Townsend & Willetts, 
1954). Nos escleródios, diferenciados e bem desenvolvidos, as células 
dos anéis não germinam.

Com a continuidade do desenvolvimento, as células internas (medu
lares) tornam-se compactas e as células do anel começam a se formar 
logo abaixo da rede de micélio superficial. Durante esse período, os 
espaços intercelulares são preenchidos com um líquido, que está rela
cionado com os exsudatos celulares. Com a maturação dos escleródios, 
as paredes quitinosas das hifas internas tornam-se cobertas com uma 
espessa camada fibrosa, constituída por P-(l,3) glucana e proteínas. 
Essas mesmas hifas mantêm em suas células reservas como polissa- 
carídeos e lipídios (Willets & Wong, 1971).

MODO DE GERMINAÇÃO DOS ESCLERÓDIOS

O modo de germinação permite dividir os fungos formadores de es
cleródios em grupos, conforme esta seja miceliogênica, esporogênica, 
carpogênica ou uma mistura dessas formas (Coley-Smith, 1979). A germi
nação miceliogênica resulta na produção de hifas ou de tufos eruptivos 
de hifas, que normalmente é característica de escleródios pequenos (1-2 
mm de diâmetro), com forma e tamanho mais ou menos homogêneos, 
tais como Phymatotrichum omnivorum, Macrophominaphaseolina, Scle- 
rotium gladioli, S. cepivorum, V. dahliae, R. solani, S. rolfsii etc.

A germinação do tipo carpogênica é geralmente característica de es
cleródios maiores. Os escleródios desse grupo possuem forma e tama
nho variáveis, podendo atingir um máximo de 2 cm de diâmetro. Nor
malmente, os corpos de frutificação são produzidos na forma de apoté- 
cios, como os observados em 5. sclerotiorum e S. trifoliorum, ou peri- 
técios, presentes nas espécies de Claviceps (Garrett, 1970).

A germinação do tipo esporogênica e a produção de esporos assexuais 
têm sido correlacionadas principalmente com Botrytis spp. e V. dahliae. 
Alguns fungos, entretanto, apresentam um ou mais modos de germina
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ção, como no caso de 5. sclerotiorum, que pode germinar tanto carpo
gênica como miceliogênicamente, ou espécies de Botrytis, que podem 
germinar pelas três formas.

Outras características da germinação dessas estruturas são as germi- 
nações sucessivas (observadas em R. solani, Botrytis spp., C.purpurea 
e 5. sclerotiorum) e a formação de escleródios secundários, a partir de 
escleródios primários germinados (verificada em V. dahliae).

O período de dormência e, eventualmente, a germinação dos escle
ródios, são sustentados pelas reservas endógenas acumuladas durante 
o desenvolvimento esclerotial. Quanto ao tipo de reserva acumulada, 
os escleródios são divididos em dois grupos, ou seja, os ricos em lipídios 
e os ricos em carboidratos (Coley-Smith & Cooke, 1971). Microescleródios 
de V. dahliae e escleródios de Claviceps spp., por exemplo, contêm 
altas concentrações de lipídios. Em escleródios de 5. sclerotiorum, o 
trealose e o manitol perfazem 4.5-4.7% do peso de massa seca, cada 
um, correspondendo 1-2% ao arabitol. Além destes componentes, exis
tem pequenas quantidades de glucose, manose e frutose (Cooke, 1969; 
LeTourneau, 1966; Kitahara, 1950a,b, citados por Willetts & Bullock, 
1992).

Os escleródios de espécies de Botrytis aparecem na categoria dos 
ricos em carboidratos. Escleródios de B. cinerea contêm menos de 1% 
de lipídios totais e substâncias álcool-solúveis, 75% de carboidratos, 
10% de proteínas e 5% de glucosamina. Possivelmente, uma grande 
parte deste carboidrato é [3-glucana (Coley-Smith, 1980).

Os fungos formadores de escleródios estão distribuídos entre as divi
sões Ascomicotina, Basidiomicotina e Deuteromicotina. O maior volume 
de informações disponíveis concentra-se em representantes da Família 
Sclerotiniaceae, Ascomicotina, que inclui os gêneros Sclerotinia, Botrytis 
e Monilia (Whetzel, 1945). Dentre os Basidiomicetos, os gêneros Typhula 
spp. e 5. rolfsii e, dentre os Deuteromicetos, os gêneros Verticillium, 
Aspergillus e Penicillium, são os mais estudados (Willetts & Bullock, 1992).

DORMÊNCIA DE ESCLERÓDIOS

Para iniciar o processo de patogênese, os propágulos de fungos dor- 
mentes no solo precisam germinar. Os escleródios representam uma 
fase transitória ou um estádio de resistência de longa duração no ciclo 
vital dos fungos e, cedo ou tarde, germinarão. O processo de germina
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ção pode ser considerado como uma parte estratégica no ciclo vital do 
fungo, e isso acontece sob três pontos: modo de germinação, mudan
ças fisiológicas durante a germinação e o fenômeno da dormência.

A dormência é definida como qualquer período de repouso ou inter
rupção reversível do desenvolvimento fenotípico de um organismo. Dor
mência constitutiva é uma condição na qual o desenvolvimento do fungo 
é retardado, devido a uma característica própria da dormência, tal como 
uma barreira à penetração de nutrientes, um bloqueio metabólico ou a 
produção de um autoinibidor. Esse estádio é imposto logo após a forma
ção do esporo. A quebra da dormência constitutiva requer a ação con
junta de vários fatores. O estímulo do ambiente para a quebra desse 
tipo de dormência reúne fatores normalmente não necessários para a 
fase vegetativa do fungo (Krugner & Bacch, 1995).

Quando os escleródios possuem dormência constitutiva, é possível 
correlacionar um tratamento ativador necessário para o modo de vida 
do organismo e definir a vantagem seletiva conferida por um tratamen
to em particular. Por isso, ressalta-se que, mesmo quando a dormência 
constitutiva é quebrada, os escleródios podem continuar seu ciclo vital 
através da dormência exógena (Sussman, 1968).

Usualmente, a dormência constitutiva não é conferida pela estrutura 
do escleródio. Em poucos casos, como para 5. rolfsii e S. cepivorum, a 
dormência é imposta pela inibição de alguns processos bioquímicos 
que normalmente levam à germinação. A remoção de inibidores ativa a 
germinação dos escleródios.

As células do anel rígido e fortemente pigmentado de escleródios 
maduros de S. rolfsii parecem ter um importante papel tanto na resistência 
de escleródios à degradação biológica como causando inibição tempo
rária da germinação. Essa inibição parece resultar da presença, nos es
cleródios maduros, de substâncias que podem ser removidas ou ina- 
tivadas por abrasão mecânica. Ou seja, o anel esclerotial provou ser 
uma barreira mecânica controlando a entrada de água e nutrientes no 
escleródio (Chet, 1969).

Escleródios têm sido freqüentemente relacionados com a necessidade 
de algum tipo de ativador de germinação. Normalmente, escleródios desen
volvidos em regiões geográficas de clima frio ou temperado necessitam 
de um período em temperaturas baixas para a ativação da germinação. 
Exsudatos de sementes propiciam um estímulo aos microrganismos. As 
sementes de menor qualidade são mais estimulatórias aos microrganis- 
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mos que as sementes de boa qualidade, possivelmente por exsudarem 
quantidade maior de nutrientes (Cook & Baker, 1983; Cook & Snyder, 
1965; Dobbs & Hinson, 1953). Os exsudatos solúveis (aminoácidos e 
açúcares) e voláteis (acetaldeídos e etanol), provenientes da germinação 
das sementes e raízes em desenvolvimento, constituem estímulos primá
rios para a germinação de propágulos de fitopatógenos, e ainda podem 
servir como nutrientes, estimulando a germinação de propágulos de outros 
microrganismos do solo (Cook & Baker, 1983). Surpreendentemente, 
pouco se conhece sobre as moléculas que governam tais mecanismos. 
Sabe-se que propágulos de M. phaseolina respondem a aminoácidos 
(Smith, 1969; Cloud & Rupe, 1988; Short & Wyllie, 1978), e que microes
cleródios de V. dahliae não respondem a açúcares (Farley et al., 1971; 
Olsson & Nnordbring-Hertz, 1985; Schreiber & Green, 1963).

A dormência exógena é uma condição na qual o desenvolvimento é 
retardado, devido às condições físicas ou químicas desfavoráveis do 
ambiente. Esta, por sua vez, apenas impede a germinação de esporos 
quando as condições de ambiente não são favoráveis. Para a quebra de 
dormência exógena basta, em princípio, um retorno à condição que 
permita o desenvolvimento vegetativo do fungo (Krugner & Bacch, 1995).

Embora as dormências constitutiva e exógena representem fenôme
nos de origem distinta, podem aparecer associadas em um mesmo orga
nismo, como em escleródios de S. cepivorum. Um dos mais extensiva
mente estudados sistemas de interações planta-patógeno é 5. cepivo- 
rum e Allium spp., no qual somente compostos voláteis e exsudatos 
liberados por plântulas de Allium spp. estimulam a germinação de es
cleródios. Após um período de dormência constitutiva, as estruturas de 
resistência são mantidas em estado de latência pela influência fungistática 
do solo e os escleródios germinam apenas em presença da planta hos
pedeira (Coley-Smith, 1960; Coley-Smith et al., 1967).

5. cepivorum persiste no solo por longos períodos, devido à forma
ção de numerosos escleródios, que constituem o inóculo. A germina
ção dos escleródios independe do contato direto destes com as raízes 
da planta hospedeira, é induzida por substâncias presentes nos exsudatos 
de Allium spp. e pouca ou nenhuma germinação ocorre na ausência 
dessas espécies. Durante o crescimento de espécies de Allium, propil e 
alil cisteínas, solúveis em água, e seus respectivos sulfóxidos, são libe
rados das pontas das raízes. Esses compostos são degradados por bac
térias do solo, originando sulfetos voláteis, que estimulam a germina
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ção dos escleródios (Coley-Smith & King 1968; Esler & Coley-Smith, 
1983; King & Coley-Smith, 1969). Tais compostos e seus precursores 
são limitados às espécies de Allium, o que ajuda a entender por que 
escleródios de 5. cepivorum não germinam em resposta a exsudatos de 
outros gêneros de plantas (Coley-Smith & Holt, 1966).

Os componentes dos exsudatos, que estimulam a germinação destes 
propágulos, variam entre os gêneros de fungos. Propágulos de M. pha
seolina e V. dahliae respondem a aminoácidos, mas não a açúcares 
(Schreiber & Green, 1962; Smith, 1969).

A SOBREVIVÊNCIA DE ESCLERÓDIOS

A germinação é altamente correlacionada com a sobrevivência dos 
escleródios. Fatores estruturais, ambientais e biológicos têm mostrado 
interferir na germinação. A longevidade dos escleródios no solo varia 
em função do patógeno e do ambiente ao qual estão expostos.

Fatores Estruturais
A integridade do anel de certas espécies pode influenciar a germina

ção de escleródios. Se o anel está quebrado ou danificado, a germina
ção pode ocorrer mais rapidamente do que a de escleródios de anéis 
intactos. Esta situação foi reportada para 5. sclerotiorum, S. trifoliorum 
e S. cepivorum (Coley & Smith, 1960; Makkonen & Pohakallio, 1960). A 
falta de integridade dos anéis pode acarretar a redução da longevidade 
por permitir a germinação ou o aumento da suscetibilidade aos microrga
nismos colonizadores. No entanto, danos físicos nos anéis não invia
bilizam os escleródios naqueles organismos em que acontece a regene
ração dos anéis, como em 5. sclerotiorum (Jones, 1970).

Escleródios anormais são reconhecidos por sua superfície enrugada e 
pelo tecido medular descolorido. As malformações estruturais de escle
ródios levam a maiores perdas de nutrientes por exsudação que escleródios 
normais, redundando na redução de sua viabilidade. Quanto maior a 
anomalia dos escleródios, maiores são as perdas de nutrientes e menor a 
viabilidade. A diferença na viabilidade entre escleródios normais e anor
mais aumenta ainda mais em função da temperatura ambiente. Parece 
que as exposições prolongadas sob temperaturas próximas a 0°C podem 
causar danos ao anel esclerotial, resultando em porcentagens mais eleva
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das de germinação miceliogênica e maior perda de nutrientes (Huang, 
1985; Huang, 1982, 1983; Huang & Kozub, 1994).

As diferenças nos métodos de germinação, a presença ou ausência 
de anéis bem definidos, a amplitude da gama de hospedeiros com a 
longevidade dos escleródios parecem causar grandes variações. Os escle
ródios de Botrytis spp. possuem germinação esporogênica e apodre
cem rapidamente, após a produção de esporos. Escleródios que germi
nam carpogenicamente em geral desintegram-se com rapidez, dentro 
de dois ou três meses após a germinação. Os microescleródios de V. 
dahliae, que podem germinar repetidamente e produzir conídios no 
solo, têm vida mais longa, apesar das germinações sucessivas reduzi
rem sua vitalidade (pois esta é mantida principalmente pelas reservas 
do próprio escleródio).

O papel dos anéis bem desenvolvidos é desconhecido. 5. cepivorum 
e Stromatinia gladioli têm longa vida e apresentam anéis bem desen
volvidos, enquanto escleródios com anéis bem formados também po
dem ter vida curta, como no caso de S. delphinii, S. rolfsii e P. omnivorum 
(Coley-Smith, 1979).

A germinação de escleródios se dá às expensas de suas reservas de 
nutrientes. Assim, germinações sucessivas têm grandes implicações na 
sobrevivência de escleródios, exaurindo suas reservas e reduzindo sua 
viabilidade. Nas germinações carpogênicas, como em 5. sclerotiorum, a 
redução de reservas de nutrientes provoca diminuição do número de 
apotécios formados ou estipes mais curtas. Outra conseqüência da ger
minação carpogênica sobre a viabilidade dos escleródios está no fato 
de, ao emergirem, as estipes romperem as camadas internas e externas 
deles, aumentando as possibilidades de invasões por microrganismos 
do solo (Merriman, 1976).

A germinação esporogênica é o método mais freqüente para a ger
minação dos escleródios de espécies de Botrytis. Nesse tipo de germi
nação, baixas temperaturas podem ativar germinações sucessivas dos 
escleródios, mesmo para uma grande amplitude de umidade do solo. A 
capacidade de reesporulação parece não ser afetada pela dissecação 
ou pela presença de conidióforos velhos, porém, quando conídios e 
conidióforos velhos estão presentes ao mesmo tempo, a reesporulação 
é suprimida. Apesar da possibilidade das reesporulações ocorrerem, 
estas não aparecem como uma característica importante da germinação 
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de escleródios de Botrytis sob condições de campo, visto que morrem 
rapidamente após germinarem (Coley-Smith & Javed, 1972).

A rápida formação dos chamados escleródios secundários é outro 
importante detalhe na sobrevivência, pois a germinação dessas estrutu
ras estende a longevidade do fungo na ausência de um bom substrato 
para colonização. A densidade de inóculo no solo pode aumentar com 
a formação de escleródios secundários no solo, como para 5. sclerotiorum 
(Adams & Ayers, 1975). Em escleródios de S. rolfsii, a germinação eruptiva 
é o processo que mais os exaure. Esse processo geralmente ocorre pela 
ausência de fontes de nutrientes disponíveis, acarretando a formação 
de escleródios secundários (Punja & Grogan, 1981).

Escleródios de 5. trifoliorum e 5. sclerotiorum podem regenerar-se 
sem a intervenção do estádio micelial de vida livre (Williams & Western, 
1965). Situação similar foi observada em P. omnivorum, através das 
“gemulações”.

V. dahliae apresenta germinação esporogênica e a transformação de 
conídios em microescleródios. Quando ocorre o ressecamento gradual 
dos conídios, eles parecem inchar e germinar através de finos tubos 
germinativos com conseqüente anastomose entre eles. Esses conídios 
podem, então, transformar-se em pequenos escleródios de coloração 
escura. Os microescleródios podem germinar, dando origem a novos 
conídios (Wilhelm, 1954). As germinações sucessivas reduzem a viabili
dade dos microescleródios, assim como ciclos alternados de umidade e 
seca amenas podem induzir repetidos ciclos de esporulações, que decli
nam quando os microescleródios tornam-se exauridos. A esporulação 
dos microescleródios é alcançada através de suas próprias reservas e a 
suplementação de nutrientes ao solo pouco interfere no número total de 
propágulos. Essa produção decai quando os microescleródios tornam-se 
exauridos. O fato mostra por que muitos dos microescleródios que ger
minam durante o períodos úmidos perdem a capacidade de suportar os 
períodos de seca (Bruehl, 1987; Farley et al., 1971; Wilhelm, 1954).

Fatores Ambientais
Nem todos os fungos formadores de escleródios são fungos de solo, 

porém cedo ou tarde os escleródios da maioria deles irão alcançá-lo e 
sua persistência sobre ou dentro do solo acaba por ser um fator impor
tante.
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Do ambiente externo, muitos fatores afetam a sobrevivência de 
escleródios e sua longevidade pode ser consideravelmente reduzida. 
Os fatores ambientais raramente interferem uns nos outros, mas têm 
ações complementares. Mudanças em um fator podem acarretar mu
danças em outro, e o sinergismo entre certos fatores é bem conhecido. 
Numerosos também são os casos nos quais os efeitos deletérios de um 
fator são acentuados pelos efeitos benéficos de outros (Coley-Smith & 
Cooke, 1971).

Existem muitas informações sobre os efeitos da umidade do solo 
quanto à sobrevivência de escleródios, porém poucos estudos foram 
efetuados de maneira a permitir comparações mais precisas sobre as 
interações entre fatores como temperatura, aeração, umidade, textura, 
composição e profundidade no solo.

Na ausência do hospedeiro, a umidade do solo exerce ação direta 
sobre a sobrevivência do patógeno. Em geral, as condições de alta umi
dade, que levam ao desenvolvimento de ambientes anaeróbicos, redu
zem a longevidade dos escleródios.

Sabe-se que escleródios de muitos fungos são extremamente resis
tentes à dessecação e, com algumas exceções, os escleródios têm mos
trado serem capazes de sobreviver por vários meses nessas condições. 
No entanto, longos períodos de exposição à baixa umidade do solo 
podem causar o dessecamento deles, diminuindo a população do fun
go ou provocando seu desaparecimento.

A germinação carpogênica requer água livre para a produção de 
apotécios e estipes não são produzidas se o solo estiver com baixa 
umidade. Os escleródios expostos à dessecação no campo podem fa
lhar em produzir apotécios, quando colocados em água livre ou em 
condições ambientais ideais. Isso indica que a exposição ao extremo 
de condição seca tem efeito negativo sobre a produção de apotécios, 
embora os escleródios permaneçam viáveis e em condições de germi
nação miceliogênica (Abawi & Grogan, 1975).

Na forma miceliogênica, a sobrevivência é alta sob condições de 
baixa umidade e decresce com a elevação da umidade, como observa
do para V. dabliae e 5. cepivorum. (Crowe et al., 1980). O aumento da 
umidade do solo, pelo alagamento com água parada ou circulante, ace
lera a degeneração de escleródios de 5. sclerotiorum e 5. trifoliorum no 
campo. Os elevados níveis de umidade induzem a formação de escle
ródios secundários (Williams & Western, 1965).
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Poucas informações estão disponíveis sobre a influência da umidade 
na germinação esporogênica. Escleródios de B. convoluta costumam 
resistir a longos períodos de armazenamento sob condições de seca, 
porém sua viabilidade fica reduzida em solo úmido, sob temperaturas 
amenas.

O potencial matricial do solo mostra efeitos variáveis sobre diferentes 
escleródios. Em solos úmidos, os escleródios de S. rolfsii perdem rapida
mente a viabilidade, porém, em condições saturadas, sobrevivem por 
vários meses, tanto em condições de laboratório como em campo. Esses 
escleródios podem sobreviver em solo de campo natural a -15 bars e 
por vários meses a 15 a 35°C sem perda de viabilidade. Sob umidade de 
-1/3 bar, a viabilidade dos escleródios pode ser mantida ao nível de 100 
a 97% por até 6 meses a 15°C, decaindo gradativamente sob temperatu
ras mais elevadas, até cerca de 35°C. A viabilidade é reduzida, a consis
tente nível, sob 5-6 cm ou mais de profundidade, quando comparada 
com escleródios da superfície do solo (Beute & Rodriguez-Kabana, 1981).

A sobrevivência de escleródios em diferentes profundidades no solo 
é também dependente da umidade e da temperatura. O calor seco pode 
levar a falhas na germinação de escleródios (mas não pela dessecação), 
porém é o calor úmido que geralmente mata os escleródios mais rapi
damente (Coley-Smith, 1980).

A temperatura tem mostrado exercer alguma influência na sobrevi
vência de escleródios, em virtude de seus efeitos diretos sobre a produ
ção e a germinação dessas estruturas.

Vários fungos formadores de escleródios mostram algumas restri
ções a certas áreas geográficas. A distribuição geográfica está relaciona
da com a capacidade de adaptação dos mesmos às condições de am
biente. Assim, fungos capazes de se desenvolver sob uma larga gama 
de variação ambiental têm distribuição ampla, enquanto aqueles me
nos tolerantes às variações do meio apresentam distribuição geográfica 
mais restrita.

Estas limitações parecem dever-se à pequena amplitude de tempera
turas nas quais se desenvolvem bem os fungos de clima temperado. Em 
regiões tropicais e subtropicais, os fungos parecem ser capazes de cres
cer numa faixa de temperatura mais ampla. Algumas práticas agrícolas 
para controle de fungos formadores de escleródios, como a do revol- 
vimento do solo, fundamentam-se nessa característica. O revolvimento, 
promovendo a exposição dessas estruturas de resistência a altas tempe



150 ECOLOGIA MICROBIANA

raturas, na superfície do solo, tem como objetivo baixar o potencial de 
inóculo. Em áreas de clima temperado, as baixas temperaturas, durante 
o período do inverno, levam à paralisação das atividades do fungo ou 
causam sua morte (Coley-Smith & Cooke, 1971; Krugner & Bacch, 1995).

Há evidências de que o ótimo de temperatura para a produção de 
escleródios ocorra numa faixa de temperatura um pouco abaixo da 
ideal para o crescimento micelial, a qual varia com a espécie fúngica. A 
reprodução dos fungos pode sofrer influência tanto da umidade atmos
férica como da umidade do solo. Variações do teor de água do ar, asso
ciadas às oscilações de temperatura, podem determinar a duração do 
período de esporulação de um patógeno. Dentre os fungos que apre
sentam escleródios com germinação esporogênica, a produção de es
cleródios das espécies de Botrytis parece ocorrer sob qualquer tempe
ratura que suporte um vigoroso crescimento micelial. Há evidências, 
no entanto, de que a produção de escleródios por B. cinerea, B. alii, B. 
squamosa, B. convoluta e B. tulipae ocorra sob temperatura ligeira
mente abaixo da exigida para a produção micelial.

O efeito da temperatura sobre as atividades dos fungos é, de modo 
geral, menos marcante que o efeito exercido pela umidade. Mais do que 
as altas temperaturas do solo de incubação, observou-se que a dessecação, 
seguida de reumedecimento dos escleródios, quando próximos da su
perfície do solo, tem sido mais importante que a temperatura para a 
redução do inóculo e sobrevivência dos escleródios. Escleródios de 5. 
sclerotiorum, enterrados entre 1 e 25 cm de profundidade, sofrem redu
ções menos significativas na sobrevivência, quando comparados com os 
resultados a 0 cm de profundidade (Adams, 1975; Cook et al., 1975).

Dependendo da espécie e das condições ambientais, Sclerotinia spp. 
produzem escleródios na faixa de temperatura de 0 a 30°C. Porém, os 
grandes escleródios são produzidos sob temperaturas mais baixas. A 
combinação de altas temperaturas e umidade do solo reduzem signifi
cativamente o período de sobrevivência desses escleródios. Tempera
turas baixas ou oscilantes ativam a germinação carpogênica, levando à 
formação de corpos de frutificação, que consomem quantidades consi
deráveis da reserva esclerotial e abreviam sua longevidade. A faixa de 
temperatura ideal para a formação de apotécios de escleródios de 5. 
sclerotiorum varia entre 10 a 25°C; acima dessa faixa poderia ser inibi
da. Esse ótimo, entretanto, é muito variável. Sob potencial matricial de 
solo em -0.25 bar, o ótimo de temperatura do solo para a formação de 
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apotécios foi alterado para a faixa de 15-18°C por 10 a 15 dias (Abawi 
& Grogan 1975; Steadman, 1982).

Em 5. sclerotiorum, a germinação carpogênica também é influencia
da pela temperatura na qual os escleródios e/ou micélio são produzi
dos. A germinação carpogênica de escleródios produzidos a 10°C é 
mais rápida que a de escleródios produzidos entre 25 e 30°C, sob con
dições ideais de umidade. Os escleródios produzidos sob temperaturas 
mais elevadas tendem para a geração miceliogênica, exceto quando 
sofrem um prévio tratamento térmico (3-10°C) para aumentar a germi
nação (Huang & Kozub, 1991; Saito, 1973).

Essa situação não parece ser a mesma para escleródios com germi
nação miceliogênica. Escleródios de R. solani mostraram-se capazes 
de, em solo úmido, permanecer por no mínimo 21 meses a 20-30°C. A 
sobrevivência foi afetada quando a umidade do solo se mostrou muito 
baixa (Manian & Manibhushanrao, 1990).

Entre os fatores que afetam a sobrevivência dos escleródios, o pH do 
solo parece ter importância mínima. Os níveis de acidez ou de alcali- 
nidade do solo parecem afetar diretamente os fungos, provocando alte
rações na sua sobrevivência. O decréscimo da longevidade de escleródios 
de certas espécies fúngicas parece estar associado à alta incidência de 
germinação espontânea, em solos ácidos (Mitchell & Weeler, 1990).

Poucos estudos diretos foram realizados para observar os efeitos da 
aeração sobre a sobrevivência dos escleródios. Diferenças na sobrevi
vência de escleródios, em vários níveis de profundidade do solo e em 
solos de diferentes texturas, são freqüentemente atribuídas à aeração, 
porém faltam evidências mais diretas (Coley-Smith, 1971).

A atmosfera do solo tem mostrado influenciar sensivelmente a ger
minação. 5. rolfsii é um fungo aeróbio e a germinação de seus escleródios 
pode ser consideravelmente reduzida quando estão localizados abaixo 
da superfície do solo. Porém, aumentos na germinação foram obtidos 
com aeração forçada do solo.

Certos efeitos na atmosfera do solo sobre os escleródios resultantes 
da presença de compostos inibitórios voláteis e não-voláteis, excretados 
por microrganismos do solo, podem causar reduções na germinação 
(Hora & Baker, 1970). Por outro lado, compostos voláteis estimuladores 
da germinação de escleródios podem estar presentes na atmosfera do 
solo. Para microescleródios de V. dahliae, alguns desses compostos 
estimulam esporulações subsequentes, o que pode abreviar sua dor
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mência. Por exemplo, a exposição de escleródios de 5. rolfsii a esses 
compostos leva à germinação e morte dos escleródios, sem tempo para 
a subseqüente formação de escleródios secundários (Gilbert & Griebel, 
1969; Farley et al., 1971).

Fatores Biológicos
Interações entre microrganismos são, dos fatores de origem biológi

ca, os mais importantes componentes do solo que afetam a sobrevivên
cia dos escleródios. A literatura tem revelado mais de 30 espécies diferen
tes de fungos parasitas de escleródios no solo. Dentre esses encontram- 
se: Coniothyrium minitans, Sporidesmium sclerotivorum, Verticillium 
biguttatum, Laetisaria arvalis, Talaromyces flavus, Trichoderma spp., 
Gliocladium spp., Paecilomyceslilacinus, Penicillium nigricans, Chae- 
tomiumglobosum, Teratosperma oligocladum e Rhizoctonia solani binu- 
cleada (Tabela 2).

Os agentes de biocontrole são bastante influenciados pelos fatores 
ambientais, que afetam sobretudo o seu desempenho. Alguns micro- 
parasitas possuem requerimentos ambientais mais específicos para suas 
atividades de controle. Dentre esses fatores, a nutrição aparece como o 
mais importante, pois a qualidade e a quantidade dos nutrientes po
dem influenciar os sistemas fisiológicos e bioquímicos tanto do hospe
deiro como dos antagonistas.

Nesse contexto, já foi constatado que certos níveis nutricionais estimu
lam o parasitismo por aumentar a suscetibilidade do hospedeiro. Dife
rentes fontes de carbono e nitrogênio afetam o crescimento de fungos 
e a relação C:N tanto afeta os padrões de ramificações e as taxas de 
elongação de hifas como a suscetibilidade do organismo (Boosalis, 1963; 
Stack et al., 1987).

As condições nutricionais do solo e, em particular, o conteúdo de 
matéria orgânica podem afetar a sobrevivência de vários fungos. Os efei
tos podem ocorrer diretamente sobre o fungo, ou indiretamente sobre a 
microflora. Essas estruturas de resistência têm mostrado possuir menor 
resistência à ação dos antagonistas durante a fase de germinação do que 
durante a dormência. Assim, após a germinação, os escleródios tornam- 
se mais suscetíveis à lise resultante da atividade dos outros microganismos 
do solo, sugerindo que as muitas diferenças obtidas na germinação e 
sobrevivência dos escleródios são causadas pela germinação dos es
cleródios sob condições que favoreçam a atividade microbiana.
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Uma situação como essa, envolvendo a lise e redução, ocorre com 
V. dahliae. A suplementação do solo com certos compostos acarreta 
aumentos tanto de V. dahliae quanto das populações microbianas em 
geral do solo. Para V. dahliae, a adição de matéria orgânica geralmente 
leva ao crescimento micelial e esporulação, para posteriormente a quan
tidade de microescleródios ser detectada em níveis ainda inferiores aos 
iniciais (Green & Papavizas, 1968).

Suplementos inorgânicos, particularmente compostos nitrogenados, 
como a uréia, têm-se mostrado efetivos na redução do número de apo- 
técios formados por 5. sclerotiorum. A liberação de amônia, decorrente 
da decomposição da uréia, parece ser o agente tóxico responsável pela 
inibição da germinação carpogênica (Huang & Janzen, 1991; Mitchell & 
Wheeler, 1990).

A atividade de agentes de biocontrole é usualmente afetada pelo pH 
do solo (Baker, 1986). A supressividade a R. solani por T. harzianum 
em monoculturas de rabanete pôde ser alcançada mais rapidamente 
em solos alcalinos do que em solos ácidos (Liu & Baker, 1980).

Já é conhecido que Trichoderma spp. desenvolve-se melhor em 
condições ambientais ácidas, devido à melhor germinação de seus pro- 
págulos. O ótimo de pH para o crescimento de T. koningii e T. harzia
num parece estar ao redor de 4,5 (Marshall, 1982; Nelson et al., 1988). 
A temperatura tem mostrado afetar o grau de parasitismo em alguns 
casos. A temperatura ótima para fungos hiperparasitas necrotróficos 
está entre 25 e 30°C (Boosalis, 1963).

A incorporação de resíduos de plantas no solo é uma prática que 
possibilita o aumento da atividade de agentes de controle. Os antago
nistas, que são bons competidores e sapróbios, podem ser capazes de 
aumentar sua atividade saprofítica seletivamente, através da produção 
de enzimas (Papavizas, 1985). Por exemplo, a incorporação de celulose 
no solo permitiu observar um aumento seletivo da densidade popu
lacional de T. harzianum no solo, o que favorece a supressividade de 
R. solani.

A proliferação e o subseqüente estabelecimento de agentes de bio
controle no solo dependem muito da idade e da forma com que são 
adicionados em relação à base alimentar (Lewis & Papavizas, 1984, 1985). 
A densidade populacional do antagonista deve ser suficiente para levar 
à supressividade do solo (Chet & Baker, 1981; Liu & Baker, 1980). Os 
fungos antagonistas têm mostrado competir por nutrientes e excretar
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TABELA 2. Microrganismos antagônicos a fungos fitopatogênicos formadores de escleródios.

ANTAGONISTAS PATÓGENOS TIPO DE 
PARASITISMO

REFERÊNCIAS

Coniothyrium 
minitans

Sclerotinia sp. Biotrófico Budge & Whipps, 1991; Huang,
1977,1978,1980; Huang & Hoes, 
1976; Jones & Watson, 1969;
Jones etal., 1974

S. cepivorum Biotrófico Ahmed & Tribe, 1977; Harrison &
Stewart, 1988; Stewart & Harrison, 
1988

C. purpurea Biotrófico Ayers & Adams, 1981 b

B. fabae Biotrófico Turner & Tribe, 1976

Sporidesmium 
sclerotivorum

Sclerotinia sp. Biotrófico Adams & Ayers, 1983; Ayers &
Adams, 1979,1983; Bullock etal., 
1986; Uecker etal., 1980

S. cepivorum Biotrófico Ayers & Adams, 1979,1981

Verticillium 
biguttatum

Sclerotinia spp. Biotrófico Adams, 1989; Adams & Ayers,
1979,1983

R. solani Biotrófico Jager et al., 1991; Van der Bogert, 
1995; Van der Bogert & Deacon, 
1995; Van der Bogert & Jader, 
1984

Teratosperma 
oligocladum

S. cepivorum Necrotrófico Ayers & Adams, 1979,1981b;
Uecker et al., 1980

Gliocladium sp. S. sclerotiorum Necrotrófico Phillips, 1986; Tu, 1980

S. rolfsii Necrotrófico Lewis etal., 1993; Papavizas &
Lewis, 1989

R. solani Necrotrófico Jager etal., 1979; Tu & Vaartaja 
1981

Botrytis sp. Necrotrófico Coley-Smith, 1980

S. cepivorum Necrotrófico Stewart & Harrison, 1988

Chaetomium 
globosum

S. cepivorum Necrotrófico Stewart & Harrison, 1988

Penicillium spp. S. cepivorum Necrotrófico Ghaffar, 1969

Verticillium spp. Necrotrófico Dutta, 1981
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ANTAGONISTAS PATÓGENOS TIPO DE 
PARASITISMO

REFERÊNCIAS

Trichoderma 
spp.

Sclerotinia sp. Necrotrófico Budget & Whipps, 1991; Cassiolato 
etal., 1996a,b; Nelson etal., 1983;
Phillips ,1989; Santos & Dhingra, 
1982; Trutmann & Keane, 1990

Botrytis spp. Necrotrófico Elad etal., 1981; Tronsmo, 1983;
Tronsmo & Raa, 1977

S. rolfsii Necrotrófico Chet etal., 1967; Elad etal., 1983, 
1984; Henis etal., 1984

S. cepivorum Necrocrófico Abd-EI-Moity etal., 1982; Oliveira 
etal., 1984

R. solani Necrotrófico Elad etal., 1983,1987; Marshall 
etal., 1982

Paecilomyces 
lilacinus

V. dahliae Necrotrófico Marois etal., 1982

Talaromyces 
flavus

V. dahliae Necrotrófico Fahima & Henis, 1995; Fravel 
etal., 1987; Kim etal., 1988;
Marois etal., 1982; Melo, 1984

Sclerotinia spp. Necrotrófico McLaren & Rimmer, 1983;
McLaren etal., 1986

R. solani Necrotrófico Boosalis, 1956

V. dahliae Necrotrófico Marois etal., 1982; Melo, 1984

Laetisaria 
arvalls

R. solani Necrotrófico Burdsall etal., 1980; Larsen etal.,
1985

Rhizoctonia 
solani 
(binucleada)

R. solani Necrotrófico Sneh, 1995; Sneh & Ichielevich-
Auster, 1995

substâncias antibióticas e líticas, que inibem o crescimento normal de 
propágulos no solo. O crescimento saprofítico dos antagonistas geral
mente reduz o potencial dos fitopatógenos. Os três principais mecanis
mos diretamente envolvidos incluem parasitismo ou predação de um 
organismo por outro; antibiose, quando antagonistas secretam metabó
litos danosos a outros organismos; e competição, quando a demanda é 
maior que a disponibilidade imediata de fontes de nutrientes ou espaço 
(Tabela 3). Esses modos de ação podem ocorrer dentro das plantas ou 
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no meio ambiente, e geralmente não são mutuamente excludentes. Por 
exemplo, enzimas líticas podem ser secretadas localmente, durante o 
parasitismo, assim como podem ser rotineiramente liberadas durante a 
fase de crescimento normal do antagonista. Ou ainda, antagonistas es
tabelecidos em determinados sítios podem competir por nutrientes e 
espaço, além de poderem causar antibiose.

A existência de interações entre escleródios e microrganismos do 
solo é bem conhecida. Escleródios de diversos fungos exsudam solutos, 
especialmente quando colocados sob condições de umidade com pos
terior exposição ao ar seco. Eles podem exsudar repetidamente, sem
pre que expostos a essas condições, porém a quantidade de material 
perdido é invariavelmente maior após o primeiro período de seca. Os 
materiais exsudados pelos escleródios aparentemente originam-se do 
interior das hifas e não dos espaços livres do escleródio. Uma ampla 
gama de substâncias pode ser exsudada pelos escleródios, participan
do os carboidratos solúveis com cerca de 50%, e os aminoácidos, com 
30% do peso seco total do material liberado.

Além destes materiais que podem ser facilmente usados pelos micror
ganismos do solo, as células das camadas mais externas dos escleródios 
podem colapsar, permitindo a perda de seus conteúdos. Essas células 
são mais rapidamente invadidas por microrganismos do solo do que as 
células intactas.

Os fatores que aceleram as perdas de nutrientes ou a atividade de 
microrganismos do solo próximos dos escleródios podem tanto predis
por ao antagonismo como podem apressar a morte dos escleródios. 
Entre esses fatores incluem-se a secagem, o calor, a profundidade do 
solo e mudanças na integridade dos anéis esclerotiais. A presença de 
melanina é um dos fatores relacionados com a resistência dos escleródios 
à degradação microbiana, e sua presença parece conferir resistência à 
lise enzimática. O controle biológico de fungos formadores de escleródios 
tem apresentado sucesso com o emprego de algumas espécies antago
nistas, embora as camadas externas dos escleródios sejam substancial
mente protegidas da degeneração biológica e química pela presença 
de anéis melanizados.

O parasitismo é uma forma comum de simbiose entre muitos grupos 
de organismos e estabelece relações nutricionais que favorecem a exis
tência do parasita.
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TABELA 3. Modos de ação exibidos por alguns agentes de controle de fungos 
formadores de escleródios.

Parasitismo ou predação de hifas

ANTAGONISTAS REFERÊNCIAS

Parasitismo ou predação de propágulos

Gliocladium catenulatum Huang, 1978; Lee&Wu, 1984;
Papavizas, 1985

Talaromyces flavus

Coniothyrium minitans 

Verticillium biguttatum 

Trichoderma spp.

McLaren etal., 1986

Huang & Kokko, 1988

Van der Boogert & Deacon, 1994

Chet etal., 1981; Dutta,1981; Elad 
etal., 1981; Nelson etal., 1988;
Papavizas, 1985; Trutmann & Keane, 1990

Coniothyrium minitans

Gliocladium spp.

Huang & Kokko, 1987; Turner & Tribe, 1976

Lee & Wu, 1984; Jager etal., 1979;
Tu, 1980; Whipps, 1991

Sporidesmium sclerotivorum Ayers & Adams,1979,1981 a, 1983;
Bullock etal., 1986

Talaromyces flavus Boosalis, 1956; Fahima etal., 1992;
Marois etal., 1982

Teratosperma olisocladum Adams & Ayers, 1983; Ayers & Adams, 
1981b; Whipps, 1991

Trichoderma spp.

Verticillium biguttatum

Lee & Wu, 1984; Whipps, 1991

Van der Boogert, 1995; Van der Boogert
& Deacon, 1995; Van der Boogert & Jader, 
1984

Antibiose

Gliocladium virens Lee & Wu, 1984; Lumsden etal., 1992;
Roberts & Lumsden, 1990

Talaromyces flavus

Trichoderma spp.

Fravel etal., 1987; Kim etal., 1988

Dennis & Webster, 1971; Lee & Wu, 1984;
Papavizas, 1985

Competição

Rhizoctonia solani binucleada Sneh, 1995
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Estudos das interrelações nutricionais dividiram os parasitas em ne- 
crotróficos e biotróficos. Os parasitas necrotróficos (destrutivos) matam 
as células hospedeiras principalmente por excretarem substâncias tóxi
cas, utilizando a seguir os nutrientes que são liberados. A maioria dos 
fungos parasitas é sapróbia e caracteriza-se pelo rápido crescimento 
sobre diversos substratos (Barnett, 1963; Barnett & Binder, 1973). Den
tre os gêneros de fungos necrotróficos mais conhecidos por atuarem 
como parasitas de escleródios estão Tricboderma, Gliocladium, Tala- 
romyces e Penicillium.

Alguns isolados de Tricboderma têm exibido capacidade para, através 
da produção de quitinase e £(l,3)-glucanase, hiperparasitar escleródios 
ou hifas, acarretando redução do número de escleródios formados por 5. 
rolfsii, R. solani, S. sclerotiorum, S. minor etc. (Chet etal., 1967; Santos & 
Dhingra, 1982; Henis et al., 1984; Whipps, 1987). Certas espécies de 
Tricboderma podem utilizar o conteúdo celular de escleródios para seu 
crescimento e esporulação, após a degradação da parede celular.

Os parasitas biotróficos obtêm nutrientes de células hospedeiras vi
vas e quase não causam danos imediatos ao hospedeiro. Hifas dos an
tagonistas em geral penetram diretamente as hifas dos fitopatógenos, 
às vezes sem a presença de estruturas especializadas de penetração. O 
parasita cresce dentro da hifa do hospedeiro em qualquer direção, e 
freqüentemente deixa esse hospedeiro para continuar seu crescimento 
em ambiente aberto (Huang & Hoes, 1976).

Além da ação mecânica, antagonistas como o C. minitans produzem 
exoenzimas, particularmente |3-glucanase e quitinase, que, justamente 
como as enzimas melanolíticas, demonstram destruir o tecido paren- 
quimatoso dos escleródios, utilizando-o como fonte de carbono (Jones 
& Watson, 1969; Ghaffar, 1972; Jones et al., 1974). Como resultado da 
invasão, as paredes celulares colapsam e o citoplasma do hospedeiro 
desintegra-se. Quando alcançam os escleródios, as hifas penetram as 
células dos anéis mais externos, desintegrando seu conteúdo. O escle- 
ródio pode permanecer ativo e ser extensivamente parasitado antes de 
ser morto. As hifas espalham-se na superfície dos escleródios, sob o 
anel ou raramente na medula, formando as picnídias. No solo, as hifas 
crescem de um escleródio infectado para outro mais próximo.

Sua sobrevivência está relacionada com o parasitismo dos escleródios 
e o hiperparasita pode viver no tecido intracelular do escleródio por 
um período indefinido (Adams, 1989). A habilidade desse antagonista
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em parasitar escleródios de S. sclerotiorum inclui não somente escleródios 
do solo mas também aqueles produzidos dentro das raízes e caules ou 
os presentes na superfície das raízes das plantas infectadas, reduzindo 
o número de escleródios em diferentes hospedeiros, tanto em casa-de- 
vegetação como em campo (Turner & Turner, 1976; Ahmed & Tribe, 
1977; Huang, 1977, 1978, 1980).

Outra estratégia de biocontrole é o uso de substâncias que estimu
lam a germinação de escleródios. Baseia-se no fato de que os escleródios 
de 5. cepivorum germinam em resposta a compostos liberados pelas 
raízes de plantas do gênero Allium. Merriman et al. (1980) demonstra
ram que a aplicação de óleo de cebola no solo promove a germinação 
de escleródios e conseqüentemente aumenta a suscetibilidade dessas 
estruturas ao ataque de microrganismos. Outra substância testada é o 
dissulfato dialítico, que mostrou ser um estimulante ativo da germina
ção de escleródios, com capacidade para reduzir marcadamente suas 
populações no solo antes do plantio da cebola e, assim, reduzir a inci
dência da doença, aumentando a produção (Coley-Smith, 1990).

Isolados avirulentos também têm sido empregados como uma estra
tégia de biocontrole. Isolados de R. solani não-patogênicos (isolados 
binucleados) têm demonstrado sua eficiência como competidores e no 
controle R. solani. Estes têm mostrado proteger as plântulas contra os 
tombamentos causados por isolados dos diferentes grupos de aglutinação 
de R. solani. Poucos trabalhos até agora esclarecem os mecanismos de 
ação de R. solani binucleadas na proteção, quais sejam, hiperparasitismo 
(dsRNA), competição por sítios de infecção, competição por nutrientes 
e produção de fitoalexinas (Sneh, 1995; Sneh & Ichielevich-Auster, 1995).
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INTRODUÇÃO

Espermosfera é a porção do solo que circunda uma semente em ger
minação e é influenciada por esta. Esse microbioma do solo tem recebi
do menos atenção do que a rizosfera (região do solo que circunda uma 
raiz e é influenciada por esta). Existem várias referências importantes à 
ecologia da rizosfera publicadas nas duas últimas décadas (Walker, 1975; 
Alexander, 1977; Barber & Lynch, 1977; Cooke, 1979; Lynch & Poole, 
1979; Burns & Slater, 1982; Campbell, 1983; Fitter, 1985; Jensen et al. 
(1986); Richards, 1987; Paul & Clark, 1989; Lynch, 1990; Yanagita, 1990; 
Atlas & Bartha, 1993; Cooke & Whipps, 1993; O’Gara et al., 1994; Dix & 
Webster, 1995; Tate, 1995). Entretanto, informações sobre a ecologia da 
espermosfera ainda não foram sintetizadas num compêndio. A semente, 
ao sair da fase de repouso ou dormência e iniciar o processo de germi
nação, exsuda compostos metabólicos. Mais tarde, sua decomposição 
resultará numa atividade microbiana intensa, ocasionando interações plan- 
ta-microrganismo e microrganismo-microrganismo, que podem ser be
néficas, neutras ou deletérias para cada um dos participantes. O objetivo 
deste capítulo é descrever a espermosfera, as interações entre a comuni
dade biológica e os fatores que interferem nesse habitat e que fazem dele 
um microbioma importantíssimo no ecossistema do solo.
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CONCEITOS E DESCRIÇÃO DA ESPERMOSFERA

A palavra espermosfera é originária do idioma grego (sperma = semen
te, sphera = campo de influência) e foi introduzida por Verona (1958). 
Esse cientista definiu a espermosfera como “a zona do solo que envol
ve a semente em germinação”. Daí em diante, a espermosfera foi defi
nida de diferentes maneiras. Lynch (1990) a definiu similarmente a Verona 
(1958), como “a região em volta da semente em germinação” e Roberts 
et al. (1994) a conceituaram como “o solo em volta da semente, que é 
influenciado pela semente”. Uma definição mais adequada e completa, 
entretanto, é apresentada na introdução, qual seja, “espermosfera é 
aquela porção do solo que circunda uma semente em germinação e é 
influenciada por esta”. Esse microbioma, portanto, compreende o 
microhabitat que circunda uma semente durante as diferentes fases da 
germinação e que está sob o domínio dela. Dois diagramas do sistema 
são mostrados nas Figs. 1 e 2. O espermoplano refere-se à superfície de 
uma semente e o termo, portanto, não deve ser usado como sinônimo 
de espermosfera, pois a definição de um ambiente deve envolver três 
dimensões, enquanto um plano envolve somente duas. Além disso, por 
menor que seja o tamanho de um microrganismo, a sua magnitude é 
invariavelmente tridimensional. A espermosfera e a rizosfera são deli
mitadas pelo final da germinação da semente (Fig. 2). Isto é, a rizosfera 
exclui o período de germinação da semente. Entretanto, é extrema
mente difícil estabelecer o estádio exato do término do período de 
germinação e do início do período de crescimento, pela própria defini
ção de germinação. Segundo Mayer & Poljakoff-Mayber (1989), a germi
nação da semente é o processo pelo qual consecutivos eventos fazem 
com que uma semente seca, em repouso ou dormente, em resposta à 
absorção de água, mostre um aumento de atividade metabólica e inicie 
a formação de uma plântula. De uma maneira prática, geralmente, a 
germinação se inicia com a embebição da semente e termina com a 
saída da radícula. Esse processo faz com que os microrganismos próxi
mos das sementes em germinação sejam estimulados pela existência de 
compostos provenientes de seus metabólitos, contidos nos exsudatos 
da semente, e mais tarde, pela sua decomposição ou pelas sementes 
mortas. Não são só esses produtos que fazem parte dos exsudatos das 
sementes, mas também alguns produtos químicos dos tecidos constituin
tes do perisperma passam em solução. Por exemplo, as sementes de 
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crucíferas contêm um invólucro denso de substâncias mucilaginosas, 
constituídas de polissacarídeos, que podem passar para uma solução 
no solo que circunda a semente, tornando-se parte do meio químico e 
influenciando a comunidade microbiológica na espermosfera. Alguns 
microrganismos podem sofrer inibição da germinação dos esporos pela 
presença dos exsudatos da semente. Sementes de trigo, de cevada e de 
leguminosas, por exemplo, apresentam propriedades antibióticas a certos 
fungos. Por outro lado, vários são os efeitos dos microrganismos sobre 
a semente e sobre a planta. Esses efeitos podem ser benéficos, neutros 
ou deletérios e serão discutidos mais adiante.

FIGURA 1. Espermosfera do trigo (A) e do milho (B).
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FIGURA 2. Esquema dos microbiomas espermosfera e rizosfera.

A ESPERMOSFERA COMO MODELO

Muitos microrganismos são encontrados igualmente na espermosfera 
e na rizosfera. A colonização da espermosfera por microrganismos ge
ralmente apresenta-se como determinante da predisposição da coloni
zação da rizosfera. O uso do “modelo espermosfera” foi descrito por 
Thomas-Bauzon et al. (1982) e o método tem sido empregado ultima
mente para crescimento, contagem e isolamento de microrganismos da 
rizosfera, tais como bactérias usadas no controle microbiológico de doen
ças de plantas e bactérias fixadoras de nitrogênio (Ornar et al., 1989, 
Roberts et al., 1994). A técnica consiste em usar exsudatos de sementes 
em germinação, em vez de fonte de carbono artificial. Esse modelo 
oferece duas vantagens: as plântulas proporcionam às bactérias as fon
tes de carbono reais que elas encontram no solo, evitando, portanto, 
bias na nutrição de carbono e que as plântulas esgotem qualquer nitro
gênio disponível por bactérias fixadoras de N„ mantendo o meio livre 
de N e, conseqüentemente, altamente seletivo. Nesse método, toda a 
atividade da planta e das bactérias é derivada da semente. Por isso é 
chamado de “modelo espermosfera”.
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COMPOSIÇÃO DOS EXSUDATOS

Como foi mencionado anteriormente, os nutrientes para os micror
ganismos provenientes do exsudato das sementes são considerados im
portantes para a atividade microbiana na espermosfera, e a composi
ção do exsudato é o principal parâmetro para a seleção de espécies 
presentes na diversidade daquela comunidade. O exsudato da semente 
varia em composição, de acordo com a espécie de planta, condições de 
crescimento (principalmente temperatura e conteúdo de água) e fase 
de germinação.

Uma variedade de compostos pode estar contida no exsudato da 
semente, proveniente principalmente do metabolismo de componen
tes das sementes, tais como materiais de reserva (carboidratos e lipídios), 
proteínas e ácido nucléico (Mayer & Poljakoff-Mayber, 1989; Nelson, 
1990). Os principais carboidratos de reserva das sementes são o amido, 
oligo e polissacarídeos da parede celular e açúcares solúveis. Da decom
posição do amido são formados oligossacarídeos e, depois, maltose e 
glicose.

Os lipídios são decompostos em ácidos graxos e em glicerol. Portan
to, resumindo, as fontes de carbonos orgânicos solúveis, presentes no 
exsudato das sementes, incluem principalmente açúcares (pentoses e 
hexoses), aminoácidos e ácidos orgânicos, inclusive ácidos graxos in- 
saturados, dos quais o ácido linoléico é, provavelmente, o mais impor
tante (Nelson, E.B., comunicação pessoal). Outros compostos exsudados 
das sementes são pirimidinas e purinas, vitaminas e enzimas.

COMUNIDADE MICROBIANA NA ESPERMOSFERA

O microbioma espermosfera constitui um habitat favorável à prolife
ração de microrganismos e seu efeito é verificado, particularmente, em 
resposta aos exsudatos das sementes. A comunidade microbiana desen- 
volve-se como microcolônias sobre as partículas do solo ou sobre o 
espermoplano. O número de microrganismos na espermosfera é geral
mente mais alto que aquele encontrado no solo puro. Os componentes 
microbianos comumente encontrados na espermosfera incluem os dos 
reinos Bactéria, Fungi (fungos), Chromista (Oomycetes), Protozoa (pro- 
tozoários e microalgas) e os do reino Animalia (principalmente nemató- 
deos). Esses microrganismos serão discutidos a seguir.
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População doReino Bactéria na Espermosfera
Dentro do reino Bactéria, as bactérias e os actinomicetos são os 

microrganismos encontrados em maior número nesse microbioma. As 
populações de bactérias são estimuladas por moléculas exsudadas das 
sementes em germinação. Os principais gêneros de bactérias encontra
das em solo espermosférico são mostrados na Tabela 1. A maioria des
sas bactérias é gram-negativa, principalmente Pseudomonas e Flavo- 
bacterium. Bactérias gram-positivas também são encontradas, como as 
do gênero Bacillus, e são mais adaptadas às condições áridas por po
derem sobreviver como endósporos. Espécies de bactérias patogênicas 
às plantas podem entrar na espermosfera através de sementes infectadas 
ou de materiais de plantas infectados. Tais gêneros são o gram-positivo 
Corynebacterium e os gram-negativos Agrobacterium, Erwinia, Pseu
domonas e Xanthomonas. Longas listas de bactérias fitopatogênicas 
transmitidas por semente foram inseridas em compêndios extensos 
(Neegaard, 1977; Agarwal & Sinclair, 1987a,b; Swings & Civerolo, 1993). 
Os actinomicetos podem também ser encontrados na espermosfera (Ta
bela 1). O gênero Streptomyces é o mais importante, concorrendo em 
número com os principais gêneros de bactérias e de fungos. Esses micror
ganismos também são bastante resistentes a solos secos.

TABELA 1. Principais gêneros do reino Bactéria presentes na espermosfera.

BACTÉRIA ACTINOMICETO

Acinetobacter Actinomyces
Agrobacterium Micromonospora
Alcaligenes Nocardia
Arthrobacter 
Bacillus 
Enterobacter 
Erwinia 
Flavobacterium 
Micrococcus 
Paenibacillus 
Pantoea 
Pseudomonas 
Xanthomonas

Streptomyces
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População dos Reinos Fungi e Chromista na Espermosfera
Os microrganismos do reino Fungi (fungos) constituem a maior par

te da biomassa do microbioma espermosfera, embora sejam encontra
dos em número menor do que as bactérias. Isso se deve ao fato da 
magnitude desses microrganismos eucariotas ser maior do que a dos 
procariotas, como as bactérias.

Os principais gêneros dos reinos Fungi e Chromista encontrados na 
espermosfera estão relacionados na Tabela 2. Os fungos mais freqüen- 
temente encontrados nesse microbioma são membros dos fungos mi- 
tospóricos pertencentes à classe de Hyphomycetes, havendo também 
um grande número de representantes da divisão Zygomycota. Mem
bros da divisão Ascomycota ocorrem em menor quantidade.

Os membros dos Coelomycetes (fungos mitospóricos) são geralmen
te oriundos das sementes e têm sobrevivência mínima na espermosfera.

As leveduras, também consideradas Hyphomycetes, são comuns na 
espermosfera, e Sporobolomyces, Rhodotorula e Cryptococcus são as 
mais comumente encontradas (Tabela 2).

TABELA 2. Principais gêneros dos reinos Fungi e Chromista encontrados na espermosfera.

REINO DIVISÃO CLASSE GÊNERO

Fungi Fungos Hyphomycetes Alternaria, Aspergillus,
mitospóricos

Agonomycetes

Bipolaris, Botrytis, 
Cephalosporium,
Cladosporium, 
Cryptococcus, 
Curvularia, Gerlachia, 
Gliocladium, Fusarium, 
Penicillum, Rhodotorula, 
Sporobolomyces, 
Trichoderma, Verticillium 
Rhizoctomia, Sclerotium

Coelomycetes Phoma, Pseudoseptoria
Zygomycota Zygomycetes Rhizopus, Mucor
Ascomycota Chaetomium, Pleospora

Chromista Oomycota Oomycetes Pythium, Saprolegnia
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Representantes do reino Chromista da divisão Oomycota fitopato- 
gênicos, como espécies de Pytbium — geralmente seus esporângios e 
oósporos germinam somente após serem estimulados por compostos 
exsudados das sementes (Nelson, 1990). Embora não sejam transmiti
dos por semente, eles invadem a espermosfera e o espermoplano, des
truindo as sementes.

População de Outros Reinos Presentes na Espermosfera
Habitantes da espermosfera pertencentes a outros reinos são mem

bros do reino Protozoa, tais como protozoários e microalgas, e do rei
no Animalia, do qual os nematódeos são os membros mais represen
tados.

INTERAÇÕES BIOLÓGICAS NA ESPERMOSFERA

Existem dois tipos principais de interações biológicas que podem 
ser observados na espermosfera, de acordo com a natureza dos orga
nismos que interagem, isto é, planta-microrganismo e microrganismo- 
microrganismo. Em qualquer dessas interações, os efeitos podem ser 
benéficos, deletérios ou patogênicos e neutros.

Efeitos Benéficos
Os efeitos positivos exercidos por microrganismos podem ocorrer 

diretamente através do estímulo ao crescimento da planta na ausência 
de microrganismos patogênicos, ou indiretamente quando o crescimento 
é estimulado por um ou mais mecanismos, através da proteção micro
biológica. Os mecanismos envolvidos nesses efeitos diretos ou indire
tos estão relacionados na Tabela 3-

O controle microbiológico dá-se através da supressão de microrga
nismos deletérios, considerados como patógenos secundários, e/ou dos 
patógenos principais (através da interação microrganismo-microrganis- 
mo) ou planta-microrganismo (através da indução de resistência). Os 
mecanismos não serão discutidos em maiores detalhes neste capítulo 
por terem sido bastante discutidos recentemente (Luz, 1990; Kloepper, 
1993; Luz, 1993; Harman & Nelson, 1994; Luz, 1996). Entretanto, pode- 
se resumir esse tipo de interação, indicando que a maioria dos micror
ganismos que induzem bioproteção de plantas, se não todos, apresenta 
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vários mecanismos de ação, incluindo efeitos diretos e indiretos. Tais 
mecanismos têm sido estudados mais intensamente com os seguintes 
bioprotetores: Pseudomonas fluorescens, P. putida, Bacillus subtilis e 
Trichoderma harzianum (Luz, 1996). Esses exemplos são de biopro
tetores aplicados artificialmente às sementes. Entretanto, a demonstra
ção científica mais evidente de que o controle microbiológico é exerci
do na natureza, na espermosfera, é ilustrada pelo efeito mais destrutivo 
de um patógeno em solo autoclavado ou estéril do que em solo natu
ral, onde há uma população ativa de microrganismos.

TABELA 3. Mecanismos de ação de microrganismos benéficos da espermosfera sobre 
as plantas (Luz, 1996, modificada).

EFEITO E MECANISMOS DE AÇÃO LITERATURA

EFEITO DIRETO

Aumento de nodulação de 
leguminosas por rizóbios

Halverson & Handelsman, 1991

Fitormônios Boronin et a/., 1993

Fixação de nitrogênio Lifshitz et al., 1986b

Indução de resistência Liu etal., 1995a,b; Podile, 1993

Mineralização de nutrientes Lifshitz etal., 1986b; Kucey, 1987

EFEITO INDIRETO

Acido hidrociânico (HCN) Ahl etal., 1986; Stutz etal., 1986

Aderência ao patógeno Nelson etal., 1986

Antibióticos Lifshitz etal., 1986a,- Loeffler etal., 1986;
Howell, 1987; Thomashow& Weller, 1991

Bacteriocinas Hara & Ono, 1993; Kerr, 1980; MacCIure 
etal., 1993

Competição por substrato Elad & Chet, 1987; Nelson, 1992; Nelson 
et a/., 1986

Detoxificação do solo circundante Walton & Anderson, 1990

Exclusão de nicho Burr etal., 1978

Inativação de estimulantes de 
propágulos de fungos presentes 
no exsudato de sementes

Van Dijk, 1995; Lifshitz etal., 1986a

Parasitismo Ordentlich etal., 1988

Sideróforos Tomashow & Weller, 1991
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Efeitos Deletérios ou Patogênicos
Os efeitos negativos dos microrganismos espermosféricos são verifi

cados pela ação deletéria, de patógenos secundários ou através da in
dução de doenças nas plantas por patógenos principais. Essas doenças 
podem ser transmitidas pelas sementes ou exclusivamente pelo solo. 
Neste último caso, os patógenos invadem a espermosfera e o esper- 
moplano, através de estímulos oriundos do exsudato da semente. Inú
meros tipos de microrganismos associados às sementes têm sido assi
nalados em várias culturas (Malone & Muskett, 1964; Luz, 1977; Neegaard, 
1977; Luz, 1982; Agarwall & Sinclair, 1987a,b; Ahmed & Reddy, 1993; Luz, 
1995a). Para os microrganismos dos reinos Fungi e Chromista, particu
larmente, existem algumas chaves sistemáticas ilustradas para identificá- 
los com relativa facilidade (Luz, 1977; Watanabe, 1994; Ahmed & Reddy, 
1993; Luz, 1995a,b). Alguns exemplos de microrganismos espermosféricos, 
que induzem doenças de plantas, estão relacionados na Tabela 4. A 
maioria desses microrganismos é transmitida pela semente, outros pelo 
solo, e há alguns transmitidos por ambos os meios. Alguns deles têm 
existência limitada à espermosfera.

Neutralismo
Esse fenômeno é observado nos dois tipos de interação: planta-mi- 

crorganismo e microrganismo-microrganismo. O neutralismo é a ausên
cia de efeitos benéficos, deletérios ou patogênicos. Até o momento, não 
foram encontradas funções para esses microrganismos além da habilida
de saprofítica, havendo uma coexistência passiva com os demais.

FATORES QUE INFLUENCIAM
OS MICRORGANISMOS NA ESPERMOSFERA

Vários fatores abióticos e bióticos influenciam o crescimento e a ativi
dade microbiana na espermosfera. Uma quantidade significativa de in
formações origina-se de estudos realizados com a microbiolização de 
sementes de plantas (Harman et al., 1988; Taylor & Harman, 1990; Luz, 
1993). Os principais fatores que interferem na espermosfera são espé
cie de planta, água, temperatura, tipo de solo, exsudato da semente, 
fertilizantes, tratamento de sementes, presença de outros microrganis
mos e a interação de fatores ambientais.
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TABELA 4. Exemplos representativos de microrganismos espermosféricos que induzem 
doenças de plantas.

PATÓGENO HOSPEDEIRO DOENÇA

Alternaria brassicicola Repolho Mancha preta

Aspergillus niger Amendoim Podridão do colo

Bipolaris sorokiniana Trigo Ponta preta, morte de plântula, 
mancha marrom, podridão 
comum

Cephalosporium maydis Milho Podridão de semente, morte 
de plântula

Corynebacterium 
flaccunfaciens pv. betae

Beterraba Prateado de beterraba

Fusarium moniliforme Sorgo Podridão de semente, 
podridão do colmo

Pseudomonas syringae 
pv. pisi

Ervilha Queima bacteriana

Pythium spp. Soja Tombamento, podridão 
de semente

Rhizoctonia solani Feijoeiro Tombamento, mancha 
em rebolei ra

Xanthomonas campestris Tomateiro Mancha preta
pv. vesicatoria

Espécies de Plantas
O estabelecimento de um microrganismo na espermosfera depende 

fundamentalmente do tipo ou da espécie de planta. Esse fator interfere 
na seletividade e no tamanho da biomassa microbiana.

Água
A água e a temperatura são as duas condições mais importantes do 

ambiente que influenciam os microrganismos da espermosfera. A água, 
em sua forma líquida, é essencial para todos os processos bioquímicos.
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Além da influência sobre a planta, a água do solo afeta não somente a 
umidade disponível para os microrganismos, mas também a aeração do 
solo, pH, pressão osmótica e quantidade de material solúvel. As bacté
rias têm sua atividade facilitada por alta umidade. A água também influen
cia a germinação dos esporos e a viabilidade de diversos fungos, incluin
do vários fitopatógenos que sobrevivem na espermosfera. Por exem
plo, Fusarium culmorum e Gerlachia nivalis desenvolvem-se mais fa
cilmente em solos secos do que em solo úmido. Outros microrganis
mos do reino Chromista, como as espécies de Pytbium, preferem condi
ções úmidas.

Temperatura
Todos os microrganismos da espermosfera possuem um ótimo de 

temperatura, no qual exibem sua maior taxa de crescimento e reprodu
ção. A temperatura do solo é um dos principais fatores que afetam a 
atividade microbiana. As atividades das células microbianas, como de 
qualquer outro organismo vivo, são governadas por leis da termodi
nâmica e, por isso, mudanças de temperatura do solo têm efeito mar
cante sobre a atividade biológica. Assim, os fungos e as bactérias, pato
gênicos ou não, têm suas atividades afetadas pela temperatura. Por 
exemplo, a atividade de biocontrole pelos bioagentes Enterobacter 
cloacae e Erwinia herbicola na espermosfera é mais fácil a 25°C do que 
a 15°C (Nelson, 1988). Bacillus subtilis é mais resistente à temperatura 
do que outras bactérias da espermosfera. Os endósporos de B. subtilis 
podem resistir a uma temperatura de 100°C por 20 a 50 minutos (Frazier 
& Westhoff, 1978). As espécies de Trichoderma são mais eficientes, como 
agentes de controle de doenças de plantas, a temperaturas entre 17- 
19°C do que entre 26-34°C (Harman et al., 1981; Lifshitz et al., 1986a).

Tipo de Solo
O tipo de solo afeta a taxa de germinação das sementes e, dessa 

maneira, influencia os microrganismos da espermosfera. As variáveis 
matéria orgânica e minerais, bem como as características físicas do solo, 
desempenham um papel importante na atividade microbiana na es
permosfera. A reação oxidação-redução do solo também influencia esses 
microrganismos. Solos com mais oxigênio favorecem os microrganis
mos aeróbicos e a ausência de oxigênio inibe a presença deles. O pH 
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também é um fator importante, tanto para patógenos de plantas quanto 
para bioprotetores. Por exemplo, pH alto facilita a patogenicidade de 
Gerlachia nivalis em plantas de trigo. A bactéria E. cloacae é mais efi
ciente como bioprotetora em pH 6,6 do que em pH 4,1. O inverso é 
verificado com Tricboderma spp. (Harman & Taylor, 1988).

Exsudatos das Sementes
Existe geralmente um efeito positivo dos exsudatos das sementes 

sobre a população de microrganismos na espermosfera. Embora o as
sunto já tenha sido discutido anteriormente neste capítulo, é importan
te enfatizar esse fator. Os compostos produzidos nas sementes em ger
minação estimulam a germinação de propágulos de microrganismos 
(Nelson, 1990; Roberts etal., 1994). Esporângios de espécies de Pythium, 
por exemplo, podem germinar dentro de uma a uma hora e meia, em 
resposta a componentes voláteis e não-voláteis dos exsudatos das se
mentes (Nelson, 1990). Igualmente, zoósporos de outros Oomycetes 
são quimiotacticamente atraídos pelas sementes em germinação.

Fertilizantes
A localização da aplicação e a quantidade de fertilizantes podem 

promover modificações na espermosfera, as quais têm efeito sobre a 
atividade microbiana. Por exemplo, aumentando o nível de nitrogênio, 
pode haver aumento ou diminuição de certos microrganismos na es
permosfera.

Tratamento de Sementes
A proteção de sementes por produtos antimicrobianos (fungicidas, 

antibióticos) pode afetar o tipo e a quantidade de microrganismos na 
espermosfera.

Presença de Outros Microrganismos
Há vários tipos de interação entre microrganismos que interferem no 

desenvolvimento destes na espermosfera. O assunto já foi abordado 
anteriormente neste capítulo, onde se mostrou que a produção de anti
bióticos, a competição, o parasitismo e outras interações desempenham 
uma função importante na atividade microbiana.
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Interação de Fatores Ambientais
Na natureza, os fatores ambientais nunca ou muito raramente agem 

independentemente. Umidade, temperatura, aeração do solo, pH, rea
ção oxidação-redução e tipo de solo interagem e determinam efeitos 
sobre o crescimento e o tipo dos microrganismos que fazem parte do 
microbioma espermosfera.

CONCLUSÃO

A espermosfera é fundamentalmente um microcosmo da atividade 
microbiológica dentro do ecossistema solo. Esse microbioma é repre
sentado por uma diversidade de grupos de microrganismos dos reinos 
Bactéria, Fungi, Chromista, Protozoa e Animalia, que interagem com 
a planta e com outros participantes da comunidade microbiana, produ
zindo efeitos benéficos, deletérios ou patogênicos e neutros. Uma série 
de fatores bióticos e abióticos podem influenciar as interações. Dentro 
desse microbioma, os microrganismos recebem estímulos das semen
tes em germinação, oriundos do exsudato produzido por elas, que au
mentam, em muitos casos, a atividade microbiológica. Isto é, a planta e 
os microrganismos, de certo modo, dependem um do outro e não po
dem viver otimamente sozinhos. Nesse habitat, a atividade positiva ou 
benéfica dos microrganismos pode ser exercida por meio do efeito di
reto na planta, que é responsável pelo aumento do crescimento e pela 
produção desta, ou também indiretamente, através do controle micro- 
biológico das doenças de plantas. A atividade negativa é exercida por 
vários microrganismos que são patógenos secundários (deletérios) ou 
principais, isto é, causam doenças nas plantas, e numerosas delas são 
economicamente importantes. Todas essas interações fazem da esper
mosfera um microbioma ecologicamente importantíssimo no ecossistema 
do solo.
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INTRODUÇÃO

Com o advento da engenharia genética, tornou-se fundamental o 
investimento em métodos de extração de DNA em diferentes tipos de 
organismos, para viabilizar técnicas de caracterização, identificação e 
análise de variações gênicas, bem como em estudos populacionais e 
ecológicos. A obtenção de DNA permite análises de organismos selva
gens e transgênicos, estudos de integração de genes transformantes, 
isolamento de genes homólogos e heterólogos, estudos de variabilida
de genética de populações, bem como taxonomia de organismos. Apli
cações da PCR (Reações da Polimerase em Cadeia) no melhoramento 
vegetal e de microrganismos, mapeamento de genes e avaliação da 
diversidade genética requerem métodos cada vez mais simples e con
fiáveis para isolamento de DNA, devido ao grande número de amostras 
que são analisadas nesses estudos.

Inúmeros métodos de extração têm sido desenvolvidos, sendo que, 
de modo geral, todos os procedimentos envolvem a quebra ou diges
tão de paredes e membranas para possibilitar a liberação do conteúdo 
celular. Essa quebra usualmente é feita pela maceração de tecidos e/ou 
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unidades celulares, em presença de gelo seco ou nitrogênio líquido, 
com o auxílio de pistilo e mortar ou com processador de alimentos.

Após essa quebra, o DNA é liberado em um tampão de extração que 
normalmente contém detergentes, usualmente SDS (dodecil sulfato de 
sódio) ou CTAB (brometo de cetilmetilamonio). A partir dessa etapa, o 
DNA deve ser protegido das nucleases endógenas, sendo para isso adicio
nado ao tampão outro detergente, EDTA (etilenodiaminotetraacético). 
O EDTA tem propriedades quelantes, ligando-se aos íons magnésio da 
suspensão, que são geralmente considerados co-fatores necessários à 
maioria das nucleases.

A mistura tampão/macerado celular é adicionado clorofórmio e/ou 
fenol, para desnaturação e separação de proteínas ligadas ao DNA. Nessas 
etapas, deve-se evitar agitações vigorosas, que podem causar quebras 
e/ou dobramentos do material genético. A extração deve ser feita com 
fenol neutralizado. Geralmente, as amostras são extraídas por adição 
de 1,0 volume de fenol neutralizado (com tampão TE, pH 7.5).

Ao término do isolamento, o DNA é normalmente coletado por pro
cessos de centrifugação e/ou aderência em superfícies como vidro, sendo 
então concentrado, lavado e suspendido em água ou tampões que per
mitam seu armazenamento.

Baseados nesses princípios, vários métodos vêm sendo desenvolvi
dos e otimizados, com o objetivo de minimizar o tempo de extração e 
a obtenção de materiais de alta pureza. Diversos são os métodos em 
uso, e a escolha do protocolo depende do material a ser usado, isto é, 
plantas, fungos, bactérias, insetos e amostras de solo, bem como a apli
cação do DNA, que vai requerer diferentes graus de pureza.

EXTRAÇÃO DE DNA EM DIFERENTES TIPOS DE ORGANISMOS

Plantas
Métodos gerais podem ser usados para extrair o DNA de diferentes 

espécies de plantas, bem como de diferentes partes dessas. Assim, pode- 
se obter DNA de folhas, embriões, sementes etc. De acordo com Ferreira 
& Grattapaglia (1995), embora o DNA de amostras herbarizadas ou mes
mo fósseis tenha sido isolado com sucesso, o uso de tecido novo, co
lhido na fase ativa de crescimento das plantas, geralmente apresenta 
melhores resultados. O objetivo principal é recuperar a quantidade 
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máxima de DNA de alto peso molecular, evitando contaminação com 
proteínas e outros inibidores de enzimas de restrição.

O processo de extração nesse tipo de organismo envolve basicamente 
a quebra da parede celular, até a obtenção de pó, em presença de gelo 
seco. Em alguns casos, areia esterilizada é adicionada à amostra para 
auxiliar a quebra. Adiciona-se ao pó coletado tampão CTAB' (cationic 
hexadecyl trimethyl ammonium bromide) 2x (2% w/x CTAB, 100 mM 
Tris pH 8.0, 20 mM EDTA pH 8.0, 1.4 M NaCl e 1% PVP, polyvinyl- 
pyrrolidone, Mr 40000). Adiciona-se um volume de clorofórmico/álcool 
isoamílico (24:1), mistura-se vigorosamente e centrifuga-se a 1100 g por 
30 min. Coleta-se o sobrenadante em novo tubo e adiciona-se 1/10 volu
mes de 10% de CTAB (10% CTAB, 0,7 M NaCl) e mistura-se. Procede-se 
nova extração com clorofórmio/álcool isoamílico. Ao sobrenadante adi- 
ciona-se igual volume do tampão de precipitação CTAB (1% CTAB, 50 
mM Tris pH 8.0, 10 mM EDTA pH 8.0) e mistura-se vagarosamente. Após 
centrifugação, descarta-se o sobrenadante e ressuspende-se o precipita
do em tampão TE (10 mM Tris pH 8.0, 1 mM EDTA pH 8.0, 1 M NaCl). 
Adiciona-se dois volumes de etanol 100% e mistura-se vagarosamente. 
Centrifuga-se por 5 a 15 minutos e descarta-se o sobrenadante. Lava-se o 
precipitado com etanol 80% e centrifuga-se por 5 minutos. O precipitado 
é então seco por 20 a 30 minutos ou até o líquido evaporar. Reidrata-se 
o precipitado com 0.1 x TE (1 mM Tris pH 8.0, 0.1 mM EDTA pH 8.0). 
Trata-se com RNAse quando necessário (Rogers & Brandich, 1988).

A eficiência desse e de outros métodos de extração está relacionada 
ao uso de partes específicas de plantas, contendo diferentes concentra
ções de nucleases. De acordo com Rogers & Brandich (1988), DNA 
isolado da base de folhas de trigo apresenta dois tipos de nucleases, 
um tipo estimulado por magnésio e outro por EDTA.

Outra observação importante refere-se à presença de fortes colora
ções em DNAs extraídos de alguns tecidos, o que muitas vezes os torna 
resistentes a enzimas de restrição. Nesse caso, a adição de PVP no tam
pão de extração é recomendada, uma vez que PVP inibe a atividade de 
fenoloxidase. O uso de metanol contendo 0,1% de mercaptoetanol tam
bém é recomendado, no caso de tecidos de plantas contendo grandes 
quantidades de resinas ou compostos fenólicos, os quais interferem na 
solubilização do DNA (Mõller et al., 1992).

‘CTAB é um potente inibidor da enzima Taq DNA polimerase. No caso de DNA para PCR, recomenda-se diluir 
CTAB ou omitir do tampão de extração.
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O uso de técnicas de PCR e RAPD para análise de populações tem 
levado à busca de métodos simplificados de extração de DNA, uma vez 
que tais técnicas não requerem grandes fragmentos de DNA (ver capítulo 
sobre PCR neste volume). Assim, Guidet (1994) publicou um método 
simples baseado na quebra de tecidos de plantas em presença de pro- 
teinase K, EDTA e sarcosil, com posterior fervura da amostra por 5 minu
tos, para inativação da proteinase K, que pode afetar a Tz/zy polimerase. 
O método consiste na quebra de tecidos, seguidos da adição de 100 pl 
de tampão de extração (Tris-HCl 10 mM, pH 8.0, EDTA 0.45 M, proteinase 
K 1 mg/ml, SDS 1%). A mistura é incubada a 50°C por 1 hora e então 
diluída com 150 jjlI de água. A 20 pl desse extrato é adicionado 80 pl de 
água, seguido de 10 pg de RNAse, sendo a mistura fervida por 5 minutos. 
Após poucos minutos à temperatura ambiente, 10 pl dessa solução é 
diluída com 240 pl de água. A solução final está pronta para uso em PCR, 
sendo usados 5 pl em mistura com 15 pl da reação de PCR. Mais recen
temente, Steiner etal. (1995) publicaram um método ainda mais simples, 
sendo que a extração de amostras para uso em PCR é conduzida em um 
só tubo. Às amostras de tecidos macerados são adicionados 200 pl de 
tampão de extração ROSE (10 mM Tris-HCl, pH 8.0, 312.5 mM EDTA, pH 
8.0,1% SDS e 1% polyvinylporrolidone, PVP). Os tubos são vigorosamente 
agitados em vortex e incubados em fornos de hibridização a 90°C por 20 
minutos, com agitação constante. A seguir, as amostras são incubadas em 
gelo por 5 minutos, para permitir a deposição de tecidos e PVP. Alíquotas 
são coletadas para diluição e amplificação. As diluições podem ser esto
cadas por vários meses a 4°C. Para PCR, 10 pl do extrato original é diluí
do 170 vezes em água, sendo usados 2.5 pl da diluição e reações cujo 
volume final seja de 12.5 pl.

Procedimentos ainda mais simples de isolamento de DNA vegetal 
têm sido desenvolvidos para uso em PCR. Muitos desses funcionam 
somente para um número limitado de espécies ou tecidos. Sabe-se que 
tecidos vegetais variam em relação à facilidade com que o DNA pode 
ser isolado. A natureza da parede da célula quanto à composição e 
espessura, e a presença de polissacarídeos e metabólitos secundários 
podem influenciar o sucesso do processo de extração. O método de 
Berthomien & Myer (1991) emprega o tecido vegetal diretamente na 
mistura de PCR. No entanto, esse procedimento apresenta vantagem 
somente nos casos onde o PCR pode tolerar a presença de quaisquer 
outros componentes vegetais. Para vencer esses problemas, Thonson &
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Henry (1995) desenvolveram um método extremamente simples para 
preparação de DNA de muitas espécies vegetais, em que usam uma 
pequena quantidade de tecido vegetal aquecido em uma solução sim
ples. O DNA presente no sobrenadante foi ideal para a maioria das 
aplicações da técnica de PCR, incluindo RAPD e PCR com “primers” 
específicos. O seguinte protocolo foi usado: a um tubo de microcentrífuga 
esterilizado contendo 20 pl de TPS (100 mM Tris HC1, pH 9.5, 1 M KC1, 
10 mM EDTA), um pedaço de folha de 2 mm2 ou 0.5 mg de pedaço de 
embrião foi adicionado e incubado a 95°C por 10 minutos. Uma alíquota 
de 1 pl do sobrenadante é usada diretamente na mistura de PCR ou 
proceder-se-á uma diluição, se inibidores estiverem presentes.

Bactérias
Vários são os métodos descritos para extração de DNA genômico de 

bactérias. Existem variações no que se refere às bactérias gram-positi- 
vas e gram-negativas. Recentemente, Lema et al. (1994) descreveram 
um método bastante simples que, com algumas etapas a mais, apresen- 
ta-se altamente eficiente para ambos os tipos de bactérias. Bactérias 
gram-positivas ou gram-negativas são coletadas (1 colônia ou 10 pl, o 
que corresponde a uma alçada) e ressuspendidas em 100 pl de tampão 
TE (10 mM Tris-OH, 1 mM EDTA, pH 7.4), em tubos de eppendorf 1.5 
ml. As gram-negativas não requerem nenhum outro tratamento, antes 
da adição do tampão de lise TESN (10 mM Tris-OH, 1 mM EDTA, 1% 
Sarkosil, 6 M NaI pH 7.4). No entanto, as bactérias gram-positivas de
vem ser centrifugadas por 5 minutos e ressuspendidas em 200 pl de 
acetona. Após incubação em gelo por 5 minutos e à temperatura ambien
te por mais 5 minutos, segue-se a centrifugação por 5 minutos. O pre
cipitado é, então, secado a vácuo e ressuspendido em 100 pl de tam
pão TE contendo 2 mg/ml de lisozima e incubado por 1 hora a 37°C. O 
restante do processo é comum a todos os tipos de bactérias. Adiciona- 
se 300 pl do tampão de lise TESN à suspensão bacteriana e mistura-se 
por inversão. Incuba-se a 65°C por 5 minutos. Adiciona-se igual volume 
de isopropanol, agita-se vigorosamente e incuba-se por 5 minutos à 
temperatura ambiente, centrifugando-se em seguida por 2 minutos. O 
precipitado é ressuspendido em 500 pl de isopropanol 40%. Após 
centrifugação, o precipitado é então lavado com 1 ml de ethanol 70%, 
recentrifugado, e o DNA secado a vácuo. Finalmente, o DNA pode ser 
ressuspendido em água (100-200 pl) e armazenado a 4°C.



192 ECOLOGIA MICROBIANA

Um rápido método de extração de DNA genômico bacteriano usan
do guanidina tiocianato foi descrito recentemente por Inglis (1995). 
Células crescidas por uma noite são coletadas em tubos eppendorf, 2.0 
ml, centrifugadas e lavadas em tampão previamente gelado (10 mM 
Tris-HCl, 10 mM EDTA, 10 mM EGTA, 1 M NaCl, pH 7.5). Ressuspender 
as células em 100 |xl de tampão TE. Lisar as células com 0.5 ml GES, 
agitar e incubar à temperatura ambiente por 5 a 10 minutos Resfriar em 
gelo e adicionar 0.25 ml de 7.5 M acetato de amônia, misturar e manter 
em gelo por 10 minutos. Adicionar 0.5 ml de clorofórmio/álcool 
isoamílico (24:1) e misturar vigorosamente. Centrifugar por 10 minutos 
a 1300 rpm. Transferir o sobrenadante para um tubo novo e adicionar 
0.54 volumes de isopropanol frio. Inverter o tubo e centrifugar a 6500 
g por 20 segundos. Lavar o DNA 5x com ethanol 70% e finalmente lavar 
com 200 pl de éter, tendo o cuidado de não perder o DNA precipitado. 
Secar e ressuspender em água ou tampão TE.

Fungos Filamentosos
Diferentes laboratórios usam diferentes métodos para extração de DNA 

genômico de fungos adaptados ao número de amostras a serem analisa
das, bem como sua aplicação, ou seja, dependendo do grau de pureza 
requerido, para uso em técnicas de Southern blot ou PCR. Basicamente, 
todos os protocolos utilizam micélio fúngico, podendo ser este liofilizado 
ou simplesmente congelado. A liofilização facilita o processo de quebra 
do micélio e permite que este seja mantido a temperaturas em torno de 
-80°C para uso posterior. O protocolo descrito por Raeder & Broda (1985) 
baseia-se no uso de micélio liofilizado. Cerca de 50 mg de micélio que
brado é transferido para tubo eppendorf, adiciona-se 500 gl de tampão 
de extração (200 mM Tris-HCl pH 8.5, 250 mM NaCl, 25 mM EDTA, 0,5% 
SDS) e mistura-se de forma a permitir a completa penetração do tampão 
no micélio. Adiciona-se 350 jxl de fenol e 150 jjd de clorofórmio, mistura- 
se por inversão e centrifuga-se por 1 hora a 13000 x g. O sobrenadante 
é então coletado e transferido para novo tubo eppendorf e tratado com 
25 |xl de solução de RNAse A (20 mg ml1 em 10 mM Tris-HCl, pH 7.5, 15 
mM NaCl, fervido por 10 minutos e estocado a -20°C) e incubado a 37°C 
por 5 a 10 minutos. A solução é extraída com igual volume de clorofór
mio e centrifugada a 13000 x g por 10 minutos. O sobrenadante é nova
mente transferido para novo tubo eppendorf, adiciona-se 0.54 volumes 
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de isopropanol e mistura-se por inversão. O DNA precipitado pode ser 
visto e coletado com o auxílio de uma pipeta pasteur ou centrifugado. O 
precipitado é então lavado em álcool 70%, secado e ressuspendido em 
tampão TE ou água. A etapa de extração com clorofórmio/fenol deve ser 
repetida inúmeras vezes para a obtenção de DNA com maior grau de 
pureza. Outra variação do protocolo refere-se ao tempo de incubação 
com a RNAse A, que pode ser prolongada por um período de 1 hora ou 
mais, para a completa remoção do RNA contaminante. A etapa de preci
pitação pode ser modificada, usando-se 10% do volume final de 3M acetato 
de sódio mais duas vezes e meia o volume de álcool. A vantagem desse 
método, apesar de trabalhoso, é a qualidade do DNA obtido, que pode 
ser facilmente digerido com enzimas de restrição.

Um método simplificado, menos trabalhoso que o anterior, foi de
senvolvido por Lee & Taylor (1990) para o isolamento de DNA total, 
obtendo DNA de boa qualidade (Fig. 1) que pode ser amplificado a 
partir de pequenas quantidades de micélio fresco ou congelado a partir 
de amostras de herbário, particularmente basidiocarpos armazenados 
por 30 anos. A amplificação de tais amostras permite comparar a varia
bilidade genética presente em amostras coletadas muitos anos atrás com 
amostras de materiais recentes. Esse método tem funcionado para to
dos os membros de fungos examinados, incluindo os Oomicetos, Zi- 
gomicetos, Deuteromicetos, Ascomicetos e Basidiomicetos.

Outros protocolos para extração de DNA genômico de fungos fila- 
mentosos são descritos, sendo que muitos deles apresentam eficiência 
em termos de qualidade do DNA obtido e são mais simples. No caso de 
utilização para amplificação, o DNA não precisa apresentar alto grau de 
pureza, uma vez que seqüências genômicas de cópias únicas podem 
ser rotineiramente amplificadas a partir de 1 |ig de DNA total (Saiki et 
al., 1988). Se a seqüência-alvo está presente em cópias múltiplas, uma 
quantidade inicial bem menor, como 0,1 a 10,0 ng de DNA total é 
requerida. Ademais, a separação de genomas nucleares e de organelas 
não é necessá-ria, pois a amplificação é dirigida pelo “primer” especí
fico, e os “primers” podem ser sintetizados para amplificar frações de 
DNA de organelas ou seqüências genômicas. A amplificação via PCR 
de seqüências de rDNA de um único ascosporo de Neurospora tetras- 
perma foi alcançada por Lee & Taylor (1990). A amplificação de frag
mentos de DNA específicos a partir de um único esporo, segundo os 
autores, seria útil para estudos de freqüências de recombinação e liga
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ção genética com espécies cujos esporos não podem ser germinados. 
Alguns protocolos reportam o uso de colunas de purificação como, por 
exemplo, o método descrito por Cambareri & Kinsey (1993). O proto
colo baseia-se na quebra de micélio liofilizado, adição de 1 ml de tam
pão de extração (2 M NaCl, 0.4% deoxycolic acid-Sigma DÓ750, 1% Brij 
59-polyoxyrethylene 20 cetyl ether, Sigma P-5884) e incubação à tem
peratura ambiente por 20 minutos. Centrifugar por 5 minutos a 13000 x 
g, coletar o sobrenadante e transferir para tubo eppendorf contendo 1 
ml de terra de diatomáceas (DE-Sigma D-5384) em 6M Guanidine 
Thiocyanate (8.5 g de DE em 100 ml de Guanidine Thiocyanate); que

FIGURA 1. Comparação de métodos de extração de DNA a partir de micélio de fungos.

PROTOCOLO DE LEE & TAYLOR 
(1990)

Lise de micélio macerado

PROTOCOLO DE RAEDER & BRODA 
(1985)

Lise de micélio macerado
(20 a 60 mg) ou micélio fresco (50 mg) (0,5% SDS)*

(3% SDS, 1% 2-mercaptoetanol)*

incubar por 1h
a 65°C

fenol-clorofórmio
fenol-clorofórmio

centrifugar
centrifugar

tratar sobrenadante con RNAse
remover sobrenadante e adicionar

10 pl de 3 M NaOAc e 0,54 volumes 10 min
de isopropanol

misturar extrair com clorofórmio

suavemente
centrifugar

centrifugar por 2 min a 10000 xg
descartando em seguida adicionar ao sobrenadante

o sobrenadante 0,54 volumes de isopropanol

lavar o precipitado com álcool lavar o precipitado com álcool 70%,
70%, secar e ressuspender em TE secar e ressuspender em TE ou água

•Tampão de extração: 50 mM Tris-HCl, pH 7.2 50 mM EDTA 3% SDS 1%2-mercaptoctanol
• Tampão de extração: 200 mM Tris-HCl, pH 8.5 250 mM NaCl 25 mM EDTA 0,5% SDS
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pode ser mantida em temperatura ambiente por até 6 meses. Incubar à 
temperatura ambiente por 3 minutos. Transferir para colunas (prepara
das em seringas de 3 ml, com lã de vidro siliconizada ou pré-fabricadas) 
e filtrar por aspiração. Lavar 3 vezes com 2 ml de isopropanol 80%. 
Aspirar por mais 20 minutos para secar o DE. Colocar as seringas em 
tubos de 15 ml contendo um tubo eppendorf na ponta para coleta do 
DNA. Adicionar 150 pul de água destilada esterilizada e aquecida a 65°C. 
Centrifugar por 1 minuto a 13000 x g. Repetir o procedimento mais uma 
vez para coletar o DNA restante. De acordo com os autores, tal proto
colo produz de 5 a 30 |xg de DNA de alta qualidade.

Variações envolvem principalmente alterações nos tampões de ex
tração. De-Graaf et al. (1988) reportam um método utilizando tampão 
de extração TNS preparado pela adição de 1 ml de tri-isopropylnaph- 
talene (TNS) (20 mg/ml), 1 ml de p-amonosalicylic acid (PAS) (120 mg/ 
ml) e 0.5 ml 5x RNB (5x RNB contendo 121.1 g Tris, 73.04 g NaCl e 
95.10 g EGTA por litro, pH 8.5).

Alguns autores reportam o isolamento de DNA a partir de protoplastos 
(Pfeifer & Khachatourians, 1989), o que facilita a liberação do material 
genético pela digestão da parede celular com enzimas hidrolíticas iso
ladas de Trichoderma viride e Penicillium funiculosum. No entanto, o 
referido protocolo requer a extração com fenol/clorofórmio, não apre
sentando, assim, nenhuma vantagem no que se refere à eficiência em 
termos de custos e tempo consumido no processo.

Protocolos desenvolvidos para células eucarióticas, de modo geral, 
podem ser aplicados na extração de DNA em fungos filamentosos. Méto
dos usados para plantas, como o descrito por Mõller et al. (1992), que se 
baseia no uso de SDS/proteinase K para inativação de proteínas e CTAB 
aquecido, em presença de SDA e altas concentrações de sais, para precipi
tação de polissacarídeos, vêm sendo usados com sucesso em fungos.

Solos e Sedimentos
O solo possui uma população de microrganismos que pode ser 

analisada através de métodos moleculares, pela extração de DNA dire
tamente de amostras de solos e de sedimentos. A extração de DNA e 
posterior observação de amplificação por PCR oferece várias possibili
dades de estudos ecológicos do ambiente terrestre, como, por exem
plo, estudos sobre diversidade microbiana através de fragmentos am
plificados de seqüências ribossomais 16S presentes no DNA extraído 
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do solo (Giovannoni et al., 1990; Schmidt et al., 1991). O isolamento de 
ácidos nucléicos a partir de amostras de ambiente naturais tem se mos
trado uma ferramenta preciosa para detectar bactérias que não podem 
ser cultivadas (Ward et al., 1990), para determinar o destino de bacté
rias selecionadas ou genes recombinantes sob condições naturais (Steffan 
& Atlas, 1988), e revelar a diversidade genética e suas mudanças em 
ecossistemas microbianos (Torsvik et al., 1990). Devido à presença de 
misturas de compostos químicos complexos, a purificação de ácidos 
nucléicos de solos e de sedimentos apresenta-se mais difícil do que a 
purificação de DNA de culturas puras. Entretanto, tal procedimento 
permite uma análise da flora microbiana, seja via hibridização DNA- 
DNA, uso de técnicas como PCR, por seqüenciamento ou até mesmo 
outros métodos como RFLP, sendo que este último apresenta baixa es
pecificidade principalmente por causa da quantidade de fragmentos de 
DNA produzidos pela digestão com enzimas de restrição, os quais são 
difíceis de serem distinguidos (Saano et al., 1995).

Em geral, os métodos disponíveis para extração de DNA do solo são 
demorados e requerem grande tamanho das amostras, grandes quanti
dades de reagentes e uso de compostos orgânicos tóxicos. No caso de 
DNA para PCR, a amplificação pode ser inibida por contaminantes di
fíceis de serem removidos do DNA extraído mesmo após vários passos 
de purificação (Steffan & Atlas, 1988). As células microbianas podem se 
ligar fortemente a colóides do solo, principalmente àqueles ricos em 
matéria orgânica e argilosos, dificultando a obtenção de produções su
periores de DNA de alto peso molecular. Extrações de DNA de solos e 
sedimentos sempre resultam em co-extração de substâncias húmicas 
que interferem na detecção de DNA. Esse tipo de contaminação pode 
inibir a Taq DNA polimerase em reações de PCR (Tsai & Olson, 1992), 
interferir na digestão de enzimas de restrição (Posteus & Armstrong, 
1993), reduzir a eficiência de transformação e especificidade na hibri
dização do DNA (Steffan & Atlas, 1988). Assim, desde que substâncias 
húmicas são difíceis de serem removidas, a purificação do DNA é uma 
etapa crítica para se obter um DNA com alto grau de pureza. A purifi
cação de DNA de sedimentos marinhos tem sido difícil, dados os se
guintes problemas: resistência de bactérias à lise, encapsulamento em 
matrizes poliméricas complexas (DeFlaun & Mayer, 1983) e fraca recu
peração de DNA da fase sólida do sedimento, que é rica em silicatos, 
argilas e materiais orgânicos (Ogram et al., 1987).
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O uso de métodos moleculares na identificação de populações micro- 
bianas no solo baseia-se na lise das células e purificação do DNA 
microbiano por centrifugação diferencial. Esses métodos variam tanto 
em especificidade quanto em sensitividade. Vários métodos são descri
tos, utilizando-se repetidas centrifugações, lise das células com deter
gentes catiônicos ou lisozima, separação e purificação de DNA com 
cloreto de césium e brometo de etídio, uso de resina para troca iônica, 
cromatografia de troca iônica e outros (ver revisão de Saano etal., 1995).

Sayler et al. (1992) citam dois métodos gerais para extrair ácidos 
nucléicos de amostras ambientais, elaborados por Holben et al. (1988) 
e por Ogram et al. (1987), que incluem, respectivamente, a separação 
indireta de células e a própria extração com lise direta. A Fig. 2 sumariza 
as etapas destes processos.

FIGURA 2. Comparação dos métodos de extração de DNA de solos e sedimentos através 
de separação de células (Holben etal., 1988) e extração direta (Ogram etal., 1987).

SEPARAÇÃO DE CÉLULAS

Homogeneização 
(PVPP, acorbato)

LISE DIRETA

lise in situ 
(SDS, 70°C)

Centrifugação fracionada Homogeneização

Bactérias, fungos, detritos do solo Extração alcalina (pH 8.0)

lise Precipitação do DNA
(sarkosil, lisozima) (PEG ou etanol)

CsCI CsCI

DNA Hidroxiapatita

DNA
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Tsushima et al. (1995) descreveram o isolamento de DNA em amos
tras de solo, visando a identificação de microrganismos geneticamente 
modificados. Amostras de 1 g são misturadas com 0.5g de PVPP (polyvi- 
nylpolypyrrolidone) em tubos de centrífuga (30 ml). Adiciona-se 9 ml 
de CaCl, (1%) e mistura-se vigorosamente por 1 minuto antes da incu
bação a 4°C por 1 hora. O sobrenadante das amostras deixadas para 
sedimentação é então coletado em outro tubo e centrifugado a 6000 x 
g por 10 minutos. O precipitado é, então, ressuspendido em 1% de 
CaCl, e colocado em tubo de centrífuga (39 ml) contendo 5 ml de sucrose 
(76% w/v). Após vigorosa agitação, adiciona-se 7.5 ml de sucrose (76%) 
e centrifuga-se por 10 minutos a 7500 x g. A fração superior é, então, 
coletada e transferida para novo tubo, ao qual se adiciona 18 ml de 
água destilada esterilizada. Centrifuga-se a 6000 x g por 30 minutos e o 
precipitado obtido é, então, resuspendido em 1 ml de água destilada 
esterilizada. A seguir, 500 jil da suspensão é usada para extração de 
DNA. O método de extração reportado pode também ser usado para 
extração direta, sem isolamento dos organismos, o que apresenta eco
nomia em termos de tempo. O método mais simplificado foi publicado 
por Saano etal. (1995), assim descrito: adicionar 1 g de solo em tubo de 
polipropileno (15 ml) contendo 2.5 ml do tampão fosfato (12 mM 
Na2HPO4 (pH 8.0), 1% de SDS, 100 gg/ml de proteinase K). Misturar 
bem e incubar por 1 hora a 37°C para promover a lise completa das 
células. Adicionar 450 pcl de cloreto de sódio (5M) preparado em tam
pão CTAB. Homogeneizar e adicionar 375 |xl de CTAB (10%) em 0.7 M 
NaCl. Incubar a 65°C por 20 minutos para a completa desnaturação das 
proteínas e liberação dos polissacarídeos ligados ao DNA. Centrifugar 
por 15 minutos a 9000 x g a 4°C. Coletar a fase superior e transferir para 
um novo tubo. Adicionar igual volume de isopropanol. Misturar e incu
bar por 1 hora a -20°C. Centrifugar por 15 minutos a 10000 x g a 4°C. 
Secar o precipitado e ressuspender em 200 |jil de água esterilizada. A 
quantidade de DNA obtido acompanha as variações do protocolo, po
rém a qualidade permite o isolamento de material suficiente para aná
lises de populações e/ou indivíduos específicos.

Um método mais simples e rápido de extração de DNA diretamen
te do solo foi sugerido por Porteus & Armstrong (1993). Esse método 
produz DNAs tanto de fungos como de bactérias, separados de 
contaminantes do solo por eletroforese em gel de aganose. Cinqüenta 
amostras de 20 mg de solo podem ser processadas em um dia. Frag
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mentos de rRNAs de 16S e 18S são amplificados via PCR com DNA 
extraído do solo. O método consiste em se coletar amostras de 20 mg 
de solo e agitar por 1 minuto em 400 pl de tampão de extração (200 
mM Tris-HCl (pH 7.5), 250 mM NaCl, 25 mM EDTA, 0.5% SDS). Incu
bar à temperatura ambiente por 10-60 minutos, agitar em vortex por 
1 minuto e centrifugar por 5 minutos a 12000 x g. Coletar 200 jjlí do 
líquido sobrenadante e misturar com 200 pl de isopropanol, incuban
do a mistura à temperatura ambiente por 5 minutos e centrifugando a 
12000 x g por 5 minutos. O “pellet” é seco ao ar e suspendido em 
água. Aproximadamente 15 pl desses extratos são submetidos a 
eletroforese para separar os DNAs de RNA, ácidos húmicos, taninos 
etc. Blocos de agarose contendo DNA são retirados do gel sob luz 
ultravioleta. Adiciona-se aos blocos de agarose igual volume de água, 
aquecendo-se a 65°C por 10 minutos. As misturas são novamente 
aquecidas a 65°C por 10 minutos, agitadas em vortex por 5 segundos 
e usadas para PCR. A vantagem desse método é que o DNA extraído 
na presença do gel de agarose pode ser amplificado sem qualquer 
adicional purificação.

Novos procedimentos foram incorporados por Lovell & Piceno (1994) 
para estabelecer métodos de lise direta, a fim de melhorar a qualidade 
do DNA recuperado de sedimentos. Preparação de DNA, recuperados 
de sedimentos de estuário foram incubados com acetato de amônia e 
brometo de etídio, extraído com fenol e as soluções aquosas de DNA 
precipitadas com isopropanol. Esses tratamentos reduziram significati
vamente a quantidade de contaminantes, mas não produziram DNA 
puro para digestão com enzima de restrição. Esse DNA parcialmente 
purificado foi de novo purificado usando cromatografia de troca iônica, 
produzindo DNA suscetível à digestão.

Extração rápida de DNA e rRNA de sedimentos foi proposta por 
Purde et al. (1996) utilizando-se coluna de hidroxiapatita (HTP), que 
tem sido usada como matriz de coluna de cromatografia de alta eficiên
cia para separar ácidos nucléicos de proteínas. Nesse método, a coluna 
com HTP extrai, junto ou separadamente, DNA purificado ou rRNA a 
partir de amostras de sedimentos naturais, sem a necessidade de passos 
adicionais para rRNA, como a purificação enzimática. A grande vanta
gem de se isolar separadamente rRNA e DNA da mesma amostra é a 
possibilidade de avaliar a atividade metabólica relativa de uma comuni
dade através de sonda de rRNA (Stahl et al., 1988).
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Vários trabalhos têm sido relatados, com o objetivo de aumentar as 
produções de DNA proveniente do solo e sedimentos, usando trata
mentos físicos como sonicação para lisar células de microrganismos 
indígenas. Nesse tipo de extração, o DNA pode não ser adequado para 
análise de comunidades baseado em PCR-7hi<7 DNA, devido à formação 
de produtos químicos com pouca quantidade de DNA “templete” (Liesack 
etal., 1991).

Insetos
Métodos moleculares vêm sendo recentemente aplicados em estu

dos de populações de insetos, visando a identificação de polimorfismo 
em populações, incluindo mosquitos, gafanhotos, mosca branca e mosca 
da fruta, dentre outros (Haymer, 1994). O monitoramento da presença 
de alelos específicos, relacionados à resistência a inseticidas pelo uso 
da técnica de PCR vem sendo usado com sucesso, como no exemplo 
de estudos relacionados com Drosopbila sp. (Aronstein et al., 1995). 
Hunt & Page Jr. (1992) estudaram os padrões de herança genética de 
marcas moleculares em abelhas haplodiplóides, através de técnicas de 
RAPD. Para extração de DNA, foram usados insetos congelados em 
gelo seco e mantidos a -70°C. Os insetos foram então macerados em 
tubos de microcentrífuga, em presença do tampão CTAB. Amostras fo
ram incubadas a 60°C por 2 horas e extraídas com clorofórmio/fenol. O 
DNA foi então precipitado com álcool absoluto e ressuspendido em 
tampão TE para uso em amplificação.

Estudos dessa natureza envolvem basicamente análise de DNA 
genômico, e para tanto são desenvolvidos e/ou adaptados métodos de 
isolamento de DNA. Métodos usados para plantas, microrganismos e 
mesmo sedimentos de solo apresentam grande eficiência quando apli
cados a insetos. Estudos envolvendo populações de insetos utilizam 
um grande número de exemplares, sendo, portanto, aplicáveis os mé
todos convencionais. Entretanto, estudos que requerem o uso de indi
víduos isolados exigem adaptações, uma vez que alguns insetos são de 
tamanho muito reduzido. Gawel & Bartlett (1993) estudaram diferenças 
entre moscas brancas, usando métodos de extração de DNA de insetos 
individualizados. Indivíduos foram macerados com micropistilo em tubos 
de microcentrífuga de 1.5 ml, contendo 60 |jl1 de tampão de lise (5 mM 
Tris-HCl pH 8.0, 0.5 M EDTA, 0,5% Nonidet P-40 e 1 mg/ml de proteinase
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K). A solução de Tris-EDTA foi autoclavada antes da adição de Nonidet 
P-40 e proteinase K. Após a quebra do tecido, a mistura foi transferida 
para tubos eppendorf 0.5 ml e aquecida em termociclador por 15 minu
tos a 65°C, em seguida por 10 minutos a 95°C. A solução de DNA foi 
então dividida em alíquotas de 0.5 a 2.0 pul que foram congeladas a 
-80°C para uso posterior. Método similiar foi usado por Edwards & 
Hoy (1993) para estudos de parasitóides dos genêros Trioxyspallidus e 
Diglypbus begini. Insetos adultos foram congelados a -80°C, em tubos 
eppendorf. Os tubos foram, então, imersos em nitrogênio líquido e 
macerados por 5 a 10 vezes com pistilo, também previamente congela
dos com nitrogênio líquido. Para cada espécie foram adicionados 200 
|jl1 de 5% (p/v) de solução de Chelex (Bio-Rad Laboratories, Richmond, 
CA). Cada tubo foi descongelado por agitação vigorosa. Após essa eta
pa, os tubos foram colocados em termociclador e aquecidos a 56°C por 
15 minutos, e então a 100°C por 4 minutos. Finalmente, as amostras 
foram centrifugadas (>100 g por 15 segundos), sendo o sobrenadante 
coletado cuidadosamente, para posterior uso em RAPDs (Random Am- 
plified Polymorphic DNA, ver capítulo sobre PCR nesse volume).

CONCLUSÕES

Inúmeros são os métodos a serem usados para extração de DNA 
genômico e pequenas alterações devem ser feitas em protocolos, visan
do a obtenção de DNA com as qualidades requeridas. Assim, métodos 
simples de extração podem ser adaptados, evitando-se o uso de técni
cas de purificação, extremamente trabalhosas e que usam reagentes 
altamente tóxicos. Em alguns casos, como por exemplo a extração de 
DNA de bactérias, kits comerciais estão disponíveis e produzem gran
des quantidades de material com metodologias bastante simples. Uma 
das grandes vantagens de se isolar DNA de amostras ambientais reside 
na detecção e recuperação de organismos não-cultiváveis ou de genes 
pobremente selecionáveis.

Nesse contexto, relatos disponíveis indicam que todas as formas de 
DNA podem ser recuperadas de amostras ambientais. É possível, portan
to, desenvolver uma base molecular para determinar a complexidade 
genética para comunidades microbianas, a abundância quantitativa de 
organismos e genes específicos e a atividade instantânea para genes 
específicos em um dado ambiente (Sayler et al., 1992).
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NOTA

Preparação do Fenol
É recomendado usar fenol líquido, grau técnico, rejeitando-se fenol 

de coloração rosada ou amarelada e fenol cristalino. Esse deve ser redes- 
tilado para remover produtos de oxidação, que causam ligações cruza
das RNA-DNA e a quebra de bandas de fosfodiester. Na extração de 
DNA com a utilização de fenol, esse deve ser equilibrado a um pH 
superior a 7.5. A neutralização pode ser feita com tampão TE, adicio
nando igual volume de 10 mM Tris.HCl, pH 7.5-8.0, 1 mM EDTA, fase 
aquosa (fase superior). Repetir a operação até que o pH da fase aquosa 
esteja entre 7.5 e 8.0. Armazenar a 4°C.

Fenol/Clorofórmio/Álcool Isoamílico (25:24:1)
Mistura usada para separação de proteínas de DNA. Adiciona-se 100 

ml de fenol saturado em TE, 100 ml de clorofórmio, 4 ml de álcool 
isoamílico. Essa mistura deve ser armazenada em frascos escuros a 4°C 
por até quatro semanas.

Quantificação do DNA Extraído
As técnicas mais empregadas e acuradas para medir a concentração 

de DNA são aquelas determinadas através de espectrofotômetro e atra
vés de fluorescência depois de corado o gel com brometo de etídio. O 
DNA na solução deve estar totalmente solubilizado e não pode estar 
contaminado com proteínas, fenol ou RNA. Uma alíquota de 25 pl das 
amostras de DNA é diluída em 475 pl de tampão TE. A mistura pode ser 
aquecida a 37°C por um período de 10 a 15 minutos. Uma densidade 
ótica (DO) de absorbância de 1.0 corresponde a 50 pl/ml de DNA de 
fita dupla e 40 pg para DNA de fita simples ou RNA. Assim, a concen
tração de DNA na amostra em pg/ml = DO,(i0 x fator de diluição x 50. 
Uma estimativa da pureza é feita calculando-se a razão da DO a 260 e 
280 nm. Um valor da ordem de 1.8 (DO260/DO280) pode ser considerado 
um DNA puro. Equipamentos modernos são hoje usados para quan
tificação a exemplo de fluorômetros e analisadores de imagem, permi
tindo maior precisão dos resultados.
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RNAse
Mistura-se 100 pJ de RNAse, 25 |xl de 1 M Tris-HCl, pH 7.6 e 375 |xl 

de água bidestilada. No processo de extração de DNA, uma grande 
quantidade de RNA é também precipitada, o que causa leituras espec- 
trofométricas falsas no momento da quantificação do DNA isolado. 
Quando o DNA contaminado com RNA é digerido com endonucleases 
e submetido a eletroforese, o DNA é carregado adiante pelo RNA. A 
grande distância migrada resulta em uma subestimação dos tamanhos 
dos fragmentos de DNA. Assim, as amostras devem ser tratadas com 
RNAse a 37°C, aproximadamente, por tempo variável de 10 minutos a 
1 hora. A RNAse deve ser aquecida antes do uso para eliminar qualquer 
contaminante de DNAse. A RNAse é removida através da extração com 
clorofórmio/álcool isoamílico (24:1).
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INTRODUÇÃO

Os microrganismos representam uma fonte de recursos naturais de fácil 
manipulação em laboratório, que tem sido usada para o entendimento da 
natureza de vários processos vitais. Como ciência aplicada, a microbiologia 
trata de problemas relacionados à medicina, agricultura e indústria. Os 
microrganismos são responsáveis por grande parte das doenças que afe
tam o homem, as plantas e os animais. Além disso, têm papel importante 
na fertilidade dos solos e na produção animal. Muitos dos processos indus
triais em larga escala utilizam-se de microrganismos e deram origem a uma 
nova disciplina, a moderna biotecnologia.

Os microrganismos podem ser igualmente estudados em seus ambien
tes naturais. Do ponto de vista da Ecologia, são partes importantes do 
ecossistema, pois têm papel crucial na transformação de energia e em 
processos biogeoquímicos. Considerando esse fato, são de grande valia 
estudos que permitam o isolamento, a identificação e a quantificação 
desses organismos em vários habitats. Nos últimos anos, novas aborda
gens metodológicas, principalmente de genética molecular, têm sido muito 
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úteis na geração de um quadro mais completo sobre ecologia microbiana 
em um dado habitat. Neste capítulo, será discutida a potencialidade da 
técnica da PCR (Reação de Polimeração em Cadeia) na detecção e iden
tificação de microrganismos em ambientes naturais.

REAÇÃO DE POLIMERAÇÃO EM CADEIA (PCR)

A PCR, descrita por Saiki et al. (1985), permite amplificar pequenos e 
específicos segmentos do genoma. É uma técnica pela qual se obtém in 
vitro várias cópias de um determinado segmento de DNA, e por essa razão 
teve grande impacto na Biologia Molecular.

Para amplificar-se uma dada seqüência de DNA, três etapas devem ser 
seguidas: a) extração de DNA, b) reação de amplificação (PCR), c) eletro
forese do produto da reação normalmente em géis de agarose. A extração 
de DNA genômico, ou seja, a obtenção de DNA livre de outros consti
tuintes celulares, é a maneira pela qual se obtêm cópias do DNA-alvo que 
serão utilizadas como molde na reação de amplificação. Existem vários 
protocolos que permitem a extração de DNA, alguns mais laboriosos, outros 
mais simplificados. No caso da PCR, é possível utilizarem-se métodos sim
plificados de extração, uma vez que essa técnica requer quantidades mí
nimas de DNA, e este não necessariamente precisa apresentar alto grau de 
pureza. Comparando-se com outras técnicas da Biologia Molecular, essa 
é uma das vantagens da PCR.

Uma vez extraído o DNA-molde a ser amplificado, a próxima etapa é 
a reação de amplificação. É nessa fase que um determinado segmento 
será duplicado alguns milhões de vezes. A duplicação de DNA in vitro se 
dá de maneira semelhante àquela que ocorre dentro da célula, exigindo 
basicamente os mesmos componentes: DNA-molde, desoxinucleotídeos 
trifosfatados (dATP, dCTP, dlTP, dGTP), DNA polimerase e oligonucleotídeos 
primers. Para amplificar-se um dado segmento de DNA pela PCR deve-se 
utilizar um par de oligonucleotídeos primers que flanqueiam a região- 
alvo. Os primers são oligonucleotídeos com seqüências complementares 
às extremidades 3’ de cada uma das fitas.

A PCR envolve repetidos ciclos de amplificação, cerca de 30 a 45. Cada 
ciclo de amplificação tem três etapas, que diferem em relação à tempera
tura: inicialmente, a temperatura de 90 a 95°C provoca a desnaturação do 
DNA; a seguir ocorre o anelamento dosprimers com a região de homologia 
à temperatura de 40 a 55°C e, finalmente, a 72°C, ocorre o alongamento 
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(ou extensão) da cadeia pela enzima Taq polimerase. Essa variação de 
temperatura é obtida em termocicladores programados. Os mais comuns 
são aqueles comercializados pela Perkin-Elmer Cetus, Techne e Braun. 
Para melhor entendimento do processo de amplificação é apresentada a 
Fig. 1. A visualização dos produtos de amplificação é feita sob luz UV, após 
eletroforese do DNA em géis, geralmente de agarose, corados com brometo 
de etídeo.

região a ser amplificada

5’ GTTC...A A...ATCG 3’

3’ CAAG...T T...TAGC 5'

3’-T...TAGC-5’

Primers 5’GTTC...A-3’
j desnaturação (90 a 94°C) 1’

5’ GTTC...A A...ATCG 3’

3’ CAAG...T T...TAGC 5’

| anelamento (40 a 60°C) 1’

5’ GTTC...A A...ATCG 3’

3T..TAGC5’

5’GTTC...A3’

3’ CAAG...T T...TAGC 5’

| extensão (72°C)

5’ GTTC...A A...ATCG 3’

3”_ T...TAGC5'

FIGURA 1. Amplificação de um segmento específico de DNA (delimitado pelas linhas 
pontilhadas) pela técnica da PCR. Utilizam-se como primers duas seqüências 
complementares às extremidades 3’ de cada uma das fitas. Na temperatura de 90 a 95°C 
se dá a desnaturação de DNA, permitindo que ocorra, em seguida, o anelamento dos 
primers a uma temperatura que pode variar de 40 a 60°C, dependendo do tamanho dos 
primers. Após a formação do complexo primer-molde, a temperatura de 72°C permitirá o 
alongamento da cadeia pela ação da taq polimerase. Terminado o primeiro ciclo, um 
novo recomeça e assim se sucedem 35 a 45 ciclos. Observe-se que a cada ciclo a 
quantidade de DNA dobra. Após vários ciclos, a região amplificada será aquela 
delimitada pelos sítios de ligação dos primers. Isso ocorre porque, a partir do segundo 
ciclo, as fitas recém-sintetizadas serão moldes para a formação de novas fitas.
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A interpretação dos géis de PCR depende dos propósitos pelos quais se 
utiliza a técnica. Em Genética e Ecologia a PCR é aplicada, por exemplo, 
para identificar e quantificar a variabilidade genética. A coexistência em 
uma população de mais de um variante é chamada de polimorfismo ge
nético. No caso da PCR, polimorfismos podem ser detectados nas seguin
tes situações: a) quando ocorrem alterações na seqüência de bases das 
regiões complementares aos primers-, essas farão com que o complexo 
primer-mo\de não se forme e conseqüentemente a amplificação não ocor
ra (esse tipo polimorfismo é reconhecido pela ausência da banda); b) 
quando há inserções de seqüências entre os sítios de ligação dos primers, 
o que faz com que o segmento-molde passe a apresentar um tamanho 
maior do que a capacidade de extensão da enzima, impedindo que a 
amplificação ocorra (esse tipo de polimorfismo também é reconhecido 
pela ausência da banda); c) quando ocorrem inserções ou deleções entre 
os sítios de ligação dos primers, e nesses casos haverá amplificação, pro
duzindo uma banda de peso molecular maior ou menor, respectivamente.

USO DA PCR NA DETECÇÃO DE MICRORGANISMOS 
EM ECOSSISTEMAS NATURAIS

Os métodos utilizados para contar microrganismos em cultura pura podem 
ser adaptados para amostras obtidas em populações naturais. Por exem
plo, o procedimento de diluição, seguido de semeadura e contagem de 
colônias em placa, tem sido usado para contar microrganismos coletados 
de amostras do solo e da água. No entanto, em alguns casos, o microrga- 
nismo de interesse em um ecossistema encontra-se em freqüência muito 
baixa ou não é passível de ser cultivado em meio de cultura. Diante desse 
fato, vários estudos foram conduzidos no sentido de desenvolver meto
dologias que permitam detectar microrganismos em amostras obtidas de 
ambientes naturais, sem a necessidade de cultivá-los em laboratório. O 
sucesso da utilização da técnica de PCR para amplificar segmentos es
pecíficos de DNA de um microrganismo presente em amostras obtidas de 
ambientes naturais, contendo uma grande população microbiana mista, 
depende obviamente do sucesso na extração dos DNAs.

Ogram et al. (1987) descreveram, pela primeira vez, um método que 
permite extrair diretamente o DNA de microrganismos presentes em uma 
matriz ambiental, como solo ou sedimento. Neste método, as células são 
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lisadas quando ainda estão presentes na matriz, por incubação com SDS, 
seguida de disrupção física e extração do DNA, usando-se tampão fosfato- 
alcalino. Posteriormente, vários métodos alternativos para a extração de 
DNA de microrganismos coletados em diferentes habitats, incluindo solo 
(Cresswell etal., 1991; Steffan & Atlas, 1990), sedimentos (Holben etal., 
1988; Ogram etal., 1987) e água (Fuhrman etal., 1988; Somerville etal., 
1989), foram descritos e utilizados em reações de PCR com sucesso.

Considerando que uma reação de PCR fosse realizada a 100% de sua 
eficiência máxima, Gibbs (1990) estimou que, teoricamente, é possível gerar 
100 mg de um fragmento único de 1-Kb, a partir de 100 ng de DNA total 
humano, em 25 ciclos de PCR. Entretanto, na maioria das vezes, somente 
poucos microgramas de DNA-alvo amplificado são produzidos, mesmo sob 
as condições de máxima otimização. Os trabalhos de Paul etal. (1990) e de 
Steffan & Atlas (1990) comentam que não foi possível obter-se quantidades 
suficientes de seqüências-alvo amplificadas a partir de DNA ambiental que 
permitissem sua visualização em um gel de agarose corado com brometo de 
etídeo. Porém, o produto foi facilmente detectável após Southern ou dot 
blotting, seguido de hibridização com sondas específicas.

Segundo Steffan & Atlas (1991), essa inabilidade de se visualizar o 
produto amplificado diretamente em gel de agarose pode ser melhor 
compreendida a partir da seguinte análise hipotética. Primeiramente, os 
autores assumem que todas as células no solo ou sedimento teriam o 
mesmo tamanho de genoma (5 x 106 pb). Também supõem que a amostra 
do sedimento ou solo teria 1010m células por grama, e que nessa amostra 
havería uma célula-alvo contendo uma única cópia de um fragmento-alvo 
de 500 pb. Assim, a célula-alvo e seu genoma representam 1010 das cé
lulas totais e dos genomas presentes na amostra.

Posteriromente, os autores supõem que foi feita uma extração de DNA 
a partir de 100 g desta amostra e que foram recuperados 100 mg de DNA, 
altamente purificado. O genoma-alvo representa 1010 do DNA, ou seja, 
10'8 mg de DNA. Como o tamanho de genoma da célula-alvo é da ordem 
de 5 x 106 pb e o fragmento-alvo, de 500 pb (IO-4 do total do genoma), a 
quantidade de alvo no DNA extraído representa 1012mg. Se a reação de 
PCR for realizada com 1 mg (10'2 do total) de DNA total, a amostra vai 
conter 1014mg (0,01 ag) de DNA-alvo. Assumindo que 0,1 ng de um 
fragmento de 500 pb pode ser detectado em um gel de agarose, corado 
com brometo de etídeo, para se ver o fragmento será necessária uma 
amplificação de 1010 vezes (aproximadamente 233). Com a utilização de 
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sondas, no entanto, é possível detectar-se um DNA-alvo com apenas 0,1 
pg, o que requer uma amplificação de apenas 107 vezes (aproximadamen
te 224). O limite de detecção, fazendo-se uso de sondas, sem amplificação, 
está geralmente na faixa de 103 a 104 células por grama de solo ou sedi
mento. Com a amplificação de uma seqüência-alvo, usando-se 30 ciclos 
de PCR, uma única célula-alvo pode ser detectada após hibridização com 
a sonda específica (Fig. 2).

Esses procedimentos, que incluem a amplificação de uma seqüência 
específica e sua detecção por hibridização, têm sido utilizados com a fina
lidade de monitorar indicadores de poluição, detectar a presença de mi
crorganismos selvagens ou geneticamente engenheirados no ambiente ou 
de microrganismos patógenos em águas, solos e sedimentos, e ainda in
dicar a presença de microrganismos viáveis, porém não passíveis de cul
tivo em laboratório.

Comunidade de Microrganismos 

extração do DNA 

Comunidade de DNA Total 

reação de PCR 

Alvo Amplificado 

Southem ou Dot blot

FIGURA 2. Passos para 
a detecção de dado 
microrganismo em uma 
comunidade microbiana 
natural.

DETECÇÃO DE MICRORGANISMOS ENGENHEIRADOS 
LIBERADOS NO AMBIENTE

Microrganismos geneticamente engenheirados (MGEs) podem ser uti
lizados na indústria, agricultura e medicina. Entretanto, seu uso extensivo 
tem sido limitado pela falta de metodologias capazes de monitorar e de
tectar sua presença após a liberação no ambiente. Métodos de cultivo são 
pouco sensíveis para esse propósito, pois dependem da recuperação e do 
cultivo do microrganismo engenheira  do presente na amostra ambiental.

O método de extração do DNA microbiano, a partir de amostras am
bientais, seguida da hibridização com sondas específicas, embora mais 
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sensível que os métodos de cultivo, também não atinge o nível de sensi
bilidade requerida para se determinar o destino dos MGEs, devido ao 
pequeno número de cópias-alvo presentes na amostra.

A técnica de PCR permite que se amplifique, milhões de vezes, o gene 
exógeno do MGE, facilitando sua detecção em ambientes nos quais foi 
liberado. Com o objetivo de detectar a presença da bactéria Pseudomonas 
cepacia AC1100, capaz de degradar o herbicida 2,4,5-T após sua liberação 
no solo, Steffan & Atlas (1988) usaram a técnica de PCR, seguida de dot-blot 
e hibridização. A amplificação de uma seqüência de 1,3 Kb, realizada após 
extração de DNA obtido a partir de amostras de sedimento, aumentou con
sideravelmente a sensibilidade do dot-blot. Dessa forma, foi possível detec
tar cerca de 100 células de P. cepacia AC1100 em 100 g de amostra de 
sedimento contra um background delO11 de diversos organismos não-alvos, 
o que significa que P. cepacia foi encontrada na concentração de uma 
célula por grama de sedimento. Essa taxa representa um aumento de 103 
vezes na sensibilidade de detecção, em relação a amostras não amplificadas.

Chaudhry et al. (1989) cloraram um fragmento de 0,3-Kb obtido de 
Pennisetum purpureum em um plasmídeo (pRCIO) degradativo do 
herbicida ácido 2,4-D e introduziram este plasmídeo em E.coli. Esse mi- 
crorganismo geneticamente alterado foi liberado em condições ambientais 
controladas, na concentração de 104 células por ml. Fazendo-se a ampli
ficação do marcador clonado (fragmento de 0,3-Kb) e hibridização espe
cífica foi possível detectar-se a presença do MGE, mesmo após 14 dias de 
incubação.

DETECÇÃO DE MICRORGANISMOS SELVAGENS NO AMBIENTE

Uma das formas de se eliminar poluentes e resíduos tóxicos no ambien
te é promover sua biodegradação por microrganismos selvagens. A detecção 
desses microrganismos pode ser feita usando-se amplificação por PCR de 
regiões conservadas de genes presentes em diferentes grupos de micror
ganismos despoluentes. Quando um sítio poluído é identificado, é impor
tante investigar a presença de vários micróbios despoluentes nesse local. 
Pelos métodos convencionais isso não é possível, pois muitos micróbios 
selvagens não se mostram viáveis em condições de cultura.

A revisão de Bej & Mahbubani (1992) traz informações sobre trabalhos 
em que a amplificação por PCR, utilizandoprimers específicos, permitiu 
a detecção de várias bactérias capazes de degradar compostos cloro-aro- 
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máticos. Esses oligonucleotídeos primers foram sintetizados a partir da 
análise da seqüência de nucleotídeos do gene tfdC de Alcaligenes eutro- 
phus, responsável pela degradação da clorocatecol dioxigenase. Da mes
ma forma, bactérias capazes de degradar o herbicida 2,4-D foram detecta
das por amplificação de uma região do gene tfdB. A sensibilidade desse 
método permitiu a detecção de um microrganismo específico em uma 
população microbiana mista.

A formação de biofilmes de microrganismos em várias superfícies pode 
ser benéfica ou prejudicial ao meio ambiente. A agregação de micróbios 
é necessária, por exemplo, em tratamentos da água, porém pode causar 
corrosão extensiva e deterioração. Métodos convencionais de detecção 
eliminam muitos dos micróbios presentes nos biofilmes que não sobrevi
vem em culturas isoladas, pois são metabolicamente dependentes da 
comunidade microbiana. A amplificação por PCR permite a detecção desses 
micróbios. Usandoprimers que permitem a amplificação de regiões con
servadas do gene que transcreve RNAr 16S, bactérias gram-negativas redu- 
toras de sulfato foram detectadas (revisão de Bej & Mahbubani, 1992).

DETECÇÃO DE MICRORGANISMOS INDICADORES 
DE QUALIDADE DA ÁGUA E PATÓGENOS

A PCR pode ser usada na identificação de microrganismos patogênicos 
de importância clínica ou agrícola e também no controle de ambientes 
naturais (Atlas & Bej, 1990; Bej etal., 1990). A amplificação por PCR de 
regiões dos genes lacZ e lambB de E.coli, seguida de hibridização, permi
tiu a Bej et al. (1990) detectarem a presença de bactérias coliformes em 
águas. Usando uma temperatura de anelamento de 50°C para amplificar 
a região lacZ foi possível detectar E.coli e outras bactérias coliformes (in
cluindo Shigella spp.), mas não Salmonella spp. e outras não-coliformes. 
Usando primers correspondentes à região lambB e a mesma temperatura 
de anelamento, detectaram E.coli, Salmonella e Shigella spp. Essa me
todologia permitiu aos autores detectarem de 1 a 5 células viáveis de E.coli 
por 100 ml de água, o que demonstra a eficiência do método na detecção 
de indicadores de contaminação fecal na água.

Legionella spp. são micróbios aquáticos patogênicos ao homem, cuja 
detecção também tem sido realizada usando-se a PCR (Starnbach etal., 
1990; Mahububani etal., 1990). Todas as espécies de Legionella, incluin
do 15 serogrupos de L.pneumophila, foram detectados usando-se ampli
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ficação por PCR de uma seqüência de DNA de 104 pb, que codifica uma 
região do RNAr5S, seguida de hibridização com uma sonda correspondente 
a uma parte interna do gene. Vale ressaltar que Pseudomonas spp., que 
exibe reação antigênica cruzada quando se faz detecção serológica, não 
mostrou sinal positivo.

Outro patógeno microbiano, Giardia lamblia, pôde ser detectado por 
PCR. Normalmente, sua detecção é feita sob microscopia, usando-se corantes 
fluorescentes. Amplificando-se diferentes segmentos do gene giardina de G. 
lamblia foi possível diferenciar G. lamblia de G. muris (Mahbubani etal., 
1991, citado por Bej & Mahbubani, 1992). Até mesmo um único cisto de G. 
lambila foi detectado por PCR, após sua separação por micromanipulador.

Recentemente, a amplificação de seqüências de DNA patógeno-espe- 
cífico por PCR foi usada na detecção de vários patógenos em hospedeiros 
vegetais. Xylellafastidiosa é uma bactéria gram-negativa responsável por 
perdas econômicas em muitas plantas de importância comercial, incluin
do a videira, Citrus e o pêssego. Linhagens de X. fastidiosa podem ser 
agrupadas em dois ou mais patotipos. Em alguns hospedeiros a popula
ção microbiana é baixa e difícil de ser detectada. Métodos sensíveis que 
permitam sua detecção, e técnicas para distinguir os patotipos são neces
sários para estudos epidemiológicos e ecológicos dessa bactéria. Assim, 
Minsavage etal. (1994) desenvolveram um protocolo de detecção sensí
vel e específico para X. fastidiosa, baseado em PCR, 100 vezes mais eficien
te em comparação ao obtido usando-se teste ELISA.

DETECÇÃO DE MICRORGANISMOS VIÁVEIS
MAS NÃO-CULTIVÁVEIS

Há vários registros da ocorrência de microrganismos viáveis no am
biente, mas que não sobrevivem em condições de cultivo. Alguns deles 
são patógenos de animais ou plantas que se tornam infecciosos em con
dições favoráveis. Mahbubani et al. (1990) demonstraram ser possível a 
detecção de células metabolicamente ativas de Legionellapneumopbila 
por amplificação do RNA-mensageiro codificado pelo gene mip. No sen
tido de estabilizar os RNAs-mensageiros bacterianos, a cultura é previa
mente tratada com cloranfenicol. O controle da expressão desses genes 
pela célula limita, de certa forma, a utilização desse método.

Vibrio vulnificus é o agente causai de uma infecção fatal para o ho
mem, que pode ser detectado por PCR, usando-se primers específicos do 
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gene da hemolisina. Brauns etal. (1991) detectaram 31 pg de DNA de V. 
vulnificus, usando células não-cultiváveis.

MARCADORES MOLECULARES DERIVADOS 
DA TÉCNICA DE PCR, COM ÊNFASE NO RAPD

Marcadores genéticos são recursos poderosos em estudos de biologia 
de populações e ecologia do comportamento. Desde o início deste século, 
os geneticistas têm-se utilizado de tais recursos para avaliar populações 
naturais e domesticadas no sentido de conhecer sua estrutura e inferir 
sobre sua evolução. Com a descoberta dos marcadores bioquímicos, princi
palmente das isoenzimas, muito progresso se fez na área da genética e 
ecologia vegetal, animal e microbiana. Entretanto, o maior avanço nessa 
área ocorreu a partir da década de 80, quando foram descritas as primeiras 
técnicas que revelam marcadores de DNA. Esses, pelo fato de não estarem 
sujeitos à influência ambiental, podem ser estudados a partir de amostras 
coletadas em qualquer idade ou condição fisiológica do organismo vivo 
ou mesmo a partir de amostras de sangue, resíduos orgânicos ou até de 
materiais fossilizados. Embora exista um grande número de técnicas que 
revelam polimorfismos de DNA, várias das quais baseadas na PCR, este 
tópico discorrerá sobre um dos marcadores moleculares, o RAPD ou 
polimorfismo de DNA amplificado ao acaso (Williams etal., 1990).

O sucesso dessa técnica se deve ao fato de requerer pequena quanti
dade de DNA, ser capaz de revelar alto grau de marcas polimórficas e ser 
um método rápido e passível de automatização. Ao contrário da PCR, 
que exige a utilização de doisprimers específicos e, portanto, o conheci
mento das seqüências de nucleotídeos complementares a esses primers, 
o RAPD baseia-se na amplificação de fragmentos não-específicos de 
DNA. Na PCR, um determinado segmento de DNA é amplificado, sendo 
que um dos primers reconhece a extremidade 3’ de uma das fitas e o 
outro, a extremidade 3’ da outra fita. O que limita a região a ser amplificada 
é justamente o anelamento dos primers nas extremidades que flanqueiam 
esse segmento de DNA. No RAPD não se escolhe, a princípio, a região 
a ser amplificada. Utilizam-seprimers com seqüências arbitrárias de nucleo
tídeos e analisam-se os produtos amplificados. No RAPD, uma única 
seqüência primer é utilizada por reação. A amplificação somente ocorre
rá quando coincidir desta mesma seqüênciaprimer reconhecer um sítio 
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de homologia em uma das fitas e também reconhecer o mesmo sítio, 
porém com orientação invertida, na outra fita da molécula de DNA. 
Esses sítios deverão estar separados por um intervalo máximo de 4 a 10 
kb (dependendo da enzima utilizada), pois este é o limite da PCR. O 
tamanho dos primers usados no RAPD é bem menor do que aqueles 
utilizados para amplificações específicas, justamente em função da ne
cessidade de haver coincidência de sítios homólogos aos primers dentro 
do intervalo limite da PCR.

O fato das seqüências primers serem geradas arbitrariamente permite a 
observação de perfis de RAPDS com vários produtos de amplificação, 
decorrentes da existência de vários sítios homólogos a esses primers espa
lhados no genoma, assim como pode-se observar géis que não mostram 
amplificação alguma. Portanto, o primeiro passo, quando se deseja aplicar 
esta técnica, é fazer uma seleção deprimers que sejam apropriados para 
o material em estudo. A condição ótima da reação de amplificação pode 
variar de organismo para organismo, de maneira que a condução de 
experimentos, visando o estabelecimento dessa condição, é essencial. Os 
principais fatores a otimizar são a concentração de íons magnésio, que 
pode variar de 1,5 até 5,0 mM, e a concentração de DNA, que em fungos 
filamentosos pode variar de 10 até 180 ng. Como exemplo, a Tabela 1 
mostra as condições otimizadas da reação para a amplificação do fungo 
Metarhizium anisopliae (Fungaro etal., 1996).

TABELA 1. Condição ótima de reação no fungo Metarhizium an/sop//ae visando a 
detecção de polimorfismos de RAPD.

REAGENTES VOLUME CONCENTRAÇÃO
ESTOQUE

CONCENTRAÇÃO
FINAL

H2O milli Q 8,7 |xl — —

Tampão 10X 2,5 |il 10 X 1 X

dNTPs 4,0 pJ 1,25 mM 100 p,M

primer 2,5 |jlI 4 mM 0,4 mM

MgCI2 3,0 |jlI 12,5 mM 1,5 mM*

Taq polimerase 0,3 p,l 5 U/p,l 1,5 U

DNA 4,0 jjl! 5 ng/jil 20 ng

*A concentração final de íons Mg" na reação é 3,0 mM, pois 1,5 mM advém do tampão.
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Neste capítulo, pretende-se discutir as várias aplicações da técnica do 
RAPD em Ecologia Molecular, incluindo o diagnóstico de entidades taxo- 
nômicas e de suas relações filogenéticas, análise de amostras mistas con
tendo diferentes genomas e a produção de sondas específicas a partir do 
DNA amplificado por RAPD. As abordagens metodológicas usadas no 
tratamento de dados gerados por RAPD, visando a diversidade genética 
em ambientes naturais, serão detalhadamente apresentadas.

DIAGNÓSTICO DE ENTIDADES TAXONÔMICAS

Fenótipos moleculares, gerados por RAPD, podem servir para diagnos
ticar diferentes níveis taxonômicos. Considerando-se um determinado 
primer, os produtos de amplificação, via RAPD, podem ser classificados 
em 2 grupos: variáveis (polimórficos) e constantes (não-polimórficos). 
Estas definições referem-se a uma determinada unidade taxonômica 
operacional. Considere-se, por exemplo, uma análise de vários indivíduos 
de uma espécie e de várias espécies de um mesmo gênero (Fig. 3). Perfis 
de RAPD de representantes de vários gêneros podem conter bandas co
muns a um ou outro gênero, enquanto outras bandas podem ser exclusi
vas. Se várias espécies pertencentes a esse gênero forem analisadas e uma 
das bandas exclusivas do gênero estiver presente em todas elas, pode-se 
concluir que esta banda é um marcador gênero-específico. Da mesma 
forma, quando se tem o perfil de RAPD de espécies de um mesmo gênero, 
algumas bandas poderão ser compartilhadas por algumas espécies, en
quanto outras poderão ser exclusivas de uma dada espécie. Se vários 
indivíduos dessa espécie forem analisados e essa banda estiver presente 
em todos eles, pode-se concluir que é um marcador espécie-específico.

Assim, os marcadores de RAPD podem ser utilizados para diagnóstico 
molecular de diferentes níveis taxonômicos (Crowhurst etal., 1991; Aufauvre- 
Brown etal., 1992; Demeke etal., 1992; Fukuoka etal., 1992; Castiglione et 
al., 1993; Stiles etal., 1993; Strongman & Mackay, 1993). Fragmentos po
limórficos detectados entre indivíduos de uma população também podem 
ser utilizados para se determinar o que se chama de identidade clonal, o que 
normalmente é requerido em estudos envolvendo organismos de reprodu
ção assexual. Marcadores clone-específicos têm sido descritos em vários 
trabalhos, como o de Smith et al. (1992). É importante ressaltar que, em 
análises de categorias distantes, deve-se ter a cautela de eliminar fragmentos 
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de mesmo tamanho, que são decorrentes de amplificações a partir de locos 
não-homólogos. Essa exclusão é feita utilizando-se Southern blot, seguido 
de hibridização usando o DNA do próprio fragmento como sonda.

A-Gênero

1 2 3 4 5

B - Espécie

1 2 3 4 5

C - Indivíduos

1 2 3 4 5

I___ JL___ ________ Jl___ I I___ II___ II___ IL II I I I II II II II I I

1

1

11

1

□ 1 II II II II1 71/

1

1

1

1

1 ~l -£/■■■■ ■■■■
\í 1■ ■■ *1 V

| | marcador ou probe marcador ou probe ■■ analise de parentesco
gênero específico espécie específico intra-específico

FIGURA 3. Perfis esquemáticos de RAPDs construídos a partir do estudo hipotético de 
diferentes gêneros, espécies e indivíduos (Hadrys et al., 1992), visando ilustraro poten
cial do uso de fragmentos polimórficos e não-polimórficos como marcas de diagnósticos 
para diferentes níveis taxonômicos. No gel A, um fragmento específico do gênero 3 é 
identificado, devido à sua presença em todas as espécies do gênero 3 (e consequente
mente em todos os indivíduos dessas espécies); este fragmento gênero-específico pode 
servir como uma marca para diagnóstico em análises de RAPD ou como uma sonda 
gênero-específica, em análises de RFLP. Similarmente, um fragmento espécie-específico 
(gelB) é identificado por sua presença em todos os indivíduos da espécie 3, servindo 
como um marcador de RAPD ou como sonda espécie-específica. Finalmente, o gel C 
mostra 5 fragmentos polimórficos compartilhados diferentemente por indivíduos da 
espécie 3, que podem ser usados em análises infraespecíficas.

GERAÇÃO DE NOVAS SONDAS ESPECÍFICAS

As bandas de RAPD que se mostrarem apropriadas como marcadores 
para diagnóstico podem ser eluídas do gel e reamplificadas, utilizando os 
mesmos nucleotídeosprimers marcados radioativamente com 32P, por exem-
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lo. O produto da amplificação radioativa poderá ser utilizado como sonda 
ara fins de investigações taxonômicas ou para estimar quantitativamente a 
resença de certo genoma em uma amostra mista. Williams et al. (1990) 
emonstraram que seis entre onze marcadores de RAPD, avaliados como 
andas em análises de RFLP, foram úteis por hibridizarem-se com DNAs de 
ópia única. Os demais, entretanto, não foram úteis por hibridizarem-se com 
>NAs moderada ou altamente repetitivos, presentes no genoma da soja.

NÁLISE DE AMOSTRAS MISTAS

A técnica do RAPD pode ser utilizada para se quantificar a proporção 
dativa de diferentes genomas presentes em amostras mistas. A intensida- 
e relativa das bandas-diagnóstico é quantificada por densitometria e a 
ancentração de um dado genoma na amostra é estimada. Esse tipo de 
aordagem requer o conhecimento prévio de bandas-diagnóstico e a rea- 
zação de experimentos controlados, no que se refere à quantidade de 
'NA-molde presente inicialmente nas reações.

BORDAGENS METODOLÓGICAS UTILIZADAS
O TRATAMENTO DE DADOS GERADOS POR RAPD

A princípio, marcadores de RAPD podem ser tratados como alelos men- 
slianos. O fato desse marcador ser do tipo dominante faz com que a 
lálise das relações de parentesco, entre organismos diplóides, não possa 
?r conduzida a partir do cálculo das freqüências alélicas. Os dados de 
4PD são de natureza binária (presença ou ausência da banda) e reque- 
■m tratamento estatístico apropriado. Matrizes binárias são geradas, e a 
irtir delas calculam-se coeficientes de similaridade.
Existem várias medidas de similaridade. Os coeficientes de coincidên- 

a simples e de Jaccard têm sido amplamente usados em análises de 
idos gerados via RAPD. Esses coeficientes de similaridade medem o grau 
; concordância entre duas unidades. O coeficiente de similaridade de 
ãncidência simples é dado pela fórmula S(SM) = a+d/a+b++c+d, enquanto 
coeficiente de Jaccard pela formulação, S(J) = a/a+b+c. O significado de 
b, c e d pode ser entendido observando-se a Fig. 4.
O valor de a corresponde ao número de bandas presentes na unidade 

- na unidade K; béo número de bandas presentes na unidade K mas
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comparação de duas unidades taxonômicas (J e K), com relação à presença ou ausência 
de bandas.

ausentes na unidade J; c é o número de bandas presentes na unidade J 
mas ausentes em K; d é o número de bandas ausentes em K e J. Portanto, 
a e d representam o número de concordâncias positivas e negativas, res
pectivamente, enquanto b e c representam as discordâncias. É necessário 
observar que o coeficiente de coincidência simples mede o grau de con
cordância entre as unidades, levando-se em conta as concordâncias nega
tivas e positivas, enquanto o coeficiente de Jaccard desconsidera as con
cordâncias negativas.

Na Fig. 5 está representado o perfil de RAPD de 5 unidades taxonômicas. 
Essa situação hipotética será utilizada para os cálculos de similaridades e 
análises de agrupamento. A análise de agrupamento tem por finalidade 
reunir, por algum critério de classificação, as unidades taxonômicas em 
grupos, de tal forma que exista homogeneidade dentro dos grupos e he- 
terogeneidade entre eles. Alternativamente, as técnicas de agrupamento 
também têm por objetivo a divisão de um grupo original de observações 
em vários grupos, segundo algum critério de similaridade ou dissimilaridade. 
O processo de agrupamento envolve basicamente duas etapas: a primeira 
relaciona-se com a estimação de uma medida de similaridade (ou dissi
milaridade) entre as unidades taxonômicas, e a segunda, com a adoção de 
uma técnica de agrupamento, à formação dos grupos (Cruz, 1994).
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FIGURA 5. Situação hipotética representando o perfil de RAPD de 5 unidades taxonômicas.

Para facilitar o cálculo dos coeficientes de similaridade deve-se cons
truir uma matriz de dados, atribuindo-se valor 1 para a presença de banda 
e valor zero para a ausência de banda (Tabela 2).

TABELA 2. Matriz dos dados compilados a partir da análise da Fig. 5.

1 2 3 4 5

a 0 0 1 1 0

b 1 1 0 0 0

c 0 0 1 0 0

d 1 0 1 0 0

e 1 1 1 1 1

f 1 0 1 1 0

3 0 1 1 1 1

h 0 0 1 1 1

i 0 0 1 0 0

j 1 1 0 0 0

Com os dados da Tabela 2 podemos calcular os coeficientes de simila
ridade, sejam eles de coincidência simples ou de Jaccard. As estimativas de 
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similaridade entre as unidades, utilizando o coeficiente simples (a+d/ 
a+b+c+d), são as seguintes:

Coef. SM = 7/10 
a=3 b=2 c=l d=4

Coef. SM,x = 2/10
a=2 b=2 c=6 d=0

Coef. SM, = 7/103x4

a=5 b=3 c=0 d=2

Coef. SM1x3= 3/10
a=3 b=2 c=5 d=0

Coef. SM = 5/102x2

a=2 b=2 c=3 d=3
Coef. SM, = 5/10

3x5
a=3 b=5 c=0 d=2

Coef. SM1x4= 4/10 
a=2 b=3 c=3 d=2

Coef. SM, = 7/102x5
a=2 b=2 c=l d=5

Coef. SM, = 4/101x5
a=l b=4 c=2 d=3

Coef. SM, = 8/104x5
a=3 b=2 c=0 d=5

Quando o número de estimativas de medidas de similaridade é grande, 
toma-se difícil o reconhecimento de grupos homogêneos pela simples ob
servação visual dessas estimativas. Os métodos de agrupamentos hierárqui
cos permitem que as unidades sejam agrupadas por um processo que se 
repete em vários níveis, até que seja estabelecido um dendrograma. Existem 
vários métodos de agrupamento disponíveis, e cabe ao pesquisador decidir 
qual o mais apropriado ao seu trabalho, uma vez que os di-ferentes méto
dos podem levar a diferentes padrões de agrupamentos (Bussab etal., 1990). 
No caso da análise de dados de RAPD aplicados a problemas taxonômicos, 
o método denominado UPGMA (Unweighted pair-group metbod with 
arithmeticalaverages) tem sido bastante utilizado.

Observando a matriz de similaridade (Tabela 3) obtida pelo coeficiente 
de coincidência simples, nota-se que os indivíduos mais próximos são 4 
e 5, cuja similaridade é 0,8. Assim, esses dois materiais são agrupados em 
um único grupo, formando, então, 4 grupos: 1, 2, 3 e (4,5).

TABELA 3. Matriz de similaridade usando o coeficiente de concordância simples.

1 2 3 4 5

1 0,7 0,3 0,4 0,4

2 — 0,2 0,5 0,7

3 — 0,7 0,5

4 — 0,8

5 —
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A partir do momento em que se unem os materiais 4 e 5, eles passam 
formar um grupo e, portanto, deve-se construir uma nova matriz de 
milaridade. Como os materiais 1, 2 e 3 não sofreram alterações, as simi- 
ridades entre eles não mudam. É necessário definir a similaridade entre 
grupo (4,5) e os demais materiais. O método que estamos discutindo 
efine a similaridade entre dois grupos como a média entre os valores 
idividuais das unidades de um dos grupos com os valores do outro, ou 
ija:

1 x (4,5) = (Slx4) + (Slx5)/2 = 0,4 + 4/2 = 0,4

2 x (4,5) = (S2x4) + (S2x5)/2 = 0,5 + 0,7/2 = 0,6

5 x (4,5) = (S3x4) + (S3x5)/2 = 0,7 + 0,5/2 = 0,6

iBELA 4. Matriz de similaridade após o 1o agrupamento.

1 2 3 (4,5)

1 — 0,7 0,3 0,4

2 — 0,2 0,6

3 — 0,6

(4,5) —

Observando a nova matriz construída (Tabela 4), nota-se que os in- 
víduos mais próximos são 1 e 2, cuja similaridade é 0,7. Dessa forma, 
; dois materiais serão agrupados, restando apenas 3 grupos, (1,2), 3 e 
,5). Em função desse novo agrupamento, uma nova matriz é construída 
abela 5). Em seguida, as estimativas de similaridades são definidas 
das médias: 

1,2) x 3 = (SI x 3) + (S2x3)/2 = 0,3 + 0,2/2 = 0,25
1,2) x (4,5) = (Slx4) + (Slx5) + (S2x4) + (S2x5)/4 =
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TABELA 5. Matriz de similaridade após o 2o agrupamento.

(1,2) 3 (4,5)

(1,2) — 0,25 0,5

3 — 0,6

(4,5) —

Nessa nova matriz, a maior proximidade ocorre entre o material 3 e o 
grupo (4,5) com similaridade de 0,6. Após o agrupamento (3,4,5) restam 
apenas dois grupos, ou seja, (1,2) e (3,4,5). A última matriz (Tabela 6) 
agrupará os dois grupos com similaridade de 0,42, ou seja:

S(l,2) x (3,4,5) = (SI x 3) + (SI x 4) + (SI x 5) + (S2 x 3) + (S2 x 4) + 
+ (S2 x 5)/6 = 0,3 + 0,4 + 0,4 + 0,2 + 0,5 + 0,7 = 0,42

TABELA 6. Matriz de similaridade após o 3o agrupamento.

(1,2) (3,4,5)

(1,2) — 0,42

(3,4,5) —

A Tabela 7 resume as etapas descritas acima, mostrando cada passo da 
formação dos grupos e os respectivos níveis em que eles são formados. 
Esta tabela possui uma representação gráfica conhecida por dendrograma, 
ilustrada na Fig. 6. A escala vertical à esquerda indica o nível de similari
dade. No eixo horizontal são marcadas as unidades, em uma ordem con
veniente, e as linhas verticais, partindo das unidades, têm altura corres
pondente ao nível em que as unidades são consideradas semelhantes.

O mesmo procedimento usado para construir o dendrograma, a partir 
dos dados de similaridades calculados pelo coeficiente de coincidência 
simples, pode ser utilizado para obter o dendrograma a partir dos dados 
de similaridade calculados por outros coeficientes.

Dependendo do número de unidades e variáveis (bandas), torna-se 
difícil a análise de agrupamento sem o uso da informática. Existem vários 
programas de computador que realizam esse tipo de análise. Um desses
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TABELA 7. Formação dos grupos em seus respectivos níveis.

PASSO JUNÇÃO NÍVEL

1 4,5 0,80

2 1,2 0,70

3 3,(4,5) 0,60

4 (1,2) (3,4,5) 0,42

FIGURA 6. Dendrograma construído utilizando-se o coeficiente de similaridade de 
coincidência simples e o método de agrupamento UPGMA.

programas é o “Numerical taxonomy system of multivariate programs” 
(NTSYS), desenvolvido para auxiliar pesquisas em taxonomia numérica. 
Para análise hierárquica, o programa dispõe de 8 métodos, 16 coeficientes 
de parecença para atributos qualitativos e 9 para atributos quantitativos 
(Bussab et al., 1990).

No caso específico do Metarhizium anisopliae, estudado por Fungaro 
et al. (1996), a técnica do RAPD foi usada para analisar 13 isolados (Fig. 
7), dos quais 6 foram coletados em diferentes regiões do Brasil e estavam 
colonizando o inseto Deoisflavopicta. Os demais provieram do solo de 
uma única região do estado do Paraná. Foram selecionadas 71 bandas 
para o cálculo dos coeficientes de similaridade. Conforme pôde ser obser
vado no dendrograma (Fig. 7) elaborado a partir dos coeficientes de simi
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laridade, uma ampla diversidade entre os isolados do inseto foi muito 
menor do que aquela encontrada entre os isolados do solo. Esse é um 
exemplo claro da importância da técnica de RAPD, que deriva da PCR, no 
entendimento de mecanismos que definem o comportamento de micror- 
ganismos, no que se refere à sua adaptabilidade nos diferentes ecossistemas. 
Evidentemente, essas preferências estão associadas à variabilidade gené
tica presente nas populações microbianas.

D. flavopicta soil
I------------------------------------------ 1 I---------------------------------------------1

M E9 E9 RJ MS E6 AL DF Ma2 Ma3Ma4 Ma5 Ma6Ma7Ma12

FIGURA 7. RAPD de 13 isolados de M. anisopliaevar. anisopliaeobtido com o primer 
OPX11. Acima de cada linha encontra-se a denominação do isolado. O isolado E9 foi 
amplificado duas vezes para se ter um controle da repetibilidade. Na linha M, apresenta- 
se o marcador de peso molecular (DNA Hind III). Somente as bandas fortes foram 
utilizadas para o cálculo dos coeficientes de similaridade (como indicado à direita).
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INTRODUÇÃO

Em uma eletroforese convencional com gel de agarose, é possível se
parar moléculas de DNA que se posicionam no gel em função do seu peso 
molecular, que pode variar de 0.1 a 60 kb. Acima desse tamanho, os DNAs 
migram juntos, pois são maiores do que os poros do gel, e sob um campo 
elétrico estão sujeitos a produzirem forças contrárias ao movimento, que 
deixa de ser dependente do poro do gel e da força do campo elétrico e, 
portanto, não é mais função do peso molecular.

O problema da co-migração foi estudado inicialmente por Schwartz et 
al. (1982) e Schwartz & Cantor (1984). Baseados no fato de que o tempo 
de reorientação das moléculas de DNA está relacionado ao tamanho, 
empregaram a estratégia de desorganizar a orientação de um campo elé
trico estabelecido e forçar as moléculas a processos de reorientação. Para 
isso, desenvolveu-se um sistema de eletroforese com dois campos elétri
cos perpendiculares em suas direções de migração de modo que, após um 
certo tempo de corrida (pulso), a direção era alterada, forçando as molé
culas à migração em nova direção. As grandes moléculas que migram 
segundo um processo de reptação se reorientam quando da alteração do 
campo elétrico, até tomarem novamente a conformação esticada que per
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mite sua passagem pelos poros do gel. O tempo dispendiclo neste proces
so de reorientação é proporcional ao tamanho da molécula, de modo que 
as menores se adiantam em relação às maiores e, portanto, podem ser 
separadas. O processo foi denominado “eletroforese em campo pulsado”, 
PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis). Um esquema simplificado para 
explicar a separação de duas moléculas de alto peso molecular está apre
sentado na Fig. 1.

FIGURA 1. Representação esquemática da separação de grandes moléculas de DNA em 
zletroforese de campo pulsado (PFGE). A - Posição das moléculas de DNA antes do 1 ° 
oulso.B - Posição depois do início do 1 ° pulso. C - Posição no final do 1 ° pulso. D - 
3osição depois do início do 2o pulso. E - Posição no final do 2o pulso.

EQUIPAMENTOS PARA ELETROFORESE
EM CAMPO PULSADO

Após a publicação da técnica (Schwartz & Cantor, 1984) utilizando um 
campo elétrico não-homogêneo e outro homogêneo, e separando 
cromossomos de Saccharomyces cerevisiae com pesos moleculares acima 
de 700 kb, diferentes equipamentos foram desenvolvidos com alterações 
orincipalmente na configuração dos eletrodos. Os primeiros equipamen
tos descritos são mostrados na Fig. 2 e relacionados na Tabela 1, junta
mente com outros sistemas mais recentemente desenvolvidos. O aperfei
çoamento dos sistemas também envolveu mudanças para maior controle 
>obre as variáveis que interferem no processo, com a inclusão de circuitos 
cletroeletrônicos, computadores, câmeras de vídeo para programação e 
icompanhamento da movimentação eletroforética do DNA.



APLICAÇÕES DA TÉCNICA DE ELETROFORESE DE CAMPO PULSADO 231

FIGURA 2. Diferentes disposições de eletrodos para separar cromossomos e DNAs de 
alto peso molecular. A - PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis), um campo não-homo- 
gêneo e o outro homogêneo (Schwartz & Cantor, 1984). B- OFAGE (Orthogonal Field 
Alternation Gel Electrophoresis), dois campos não-homogêneos e gel com disposição 
ortogonal na cuba (Carie & Olson, 1984). C - FIGE (Field Inversion Gel Electrophoresis), 
cuba convencional com campo homogêneo periodicamente invertido (Carie etal., 
1986). D-CHEF(Contour-Clamped Homogeneous Electric Field), eletrodos múltiplos 
dispostos de forma contínua com contorno quadrado ou hexagonal (Chu etal., 1986). 
E -RGE (Rotating Gel Electrophoresis), eletrodos contínuos e fixos com gel circular e 
rotativo (Cantor etal., 1988).
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ABELA 1 Diferentes sistemas eletroforéticos descritos para separação de moléculas 
ie DNA de alto peso molecular (Birren & Lai, 1993, modificado).

iIGLA SISTEMA ELETROFORÉTICO REFERÊNCIA

FGE Pulsed Field Gel Electrophoresis Schwartz & Cantor, 1984

)FAGE Orthogonal Fieid Alternation Gel
Electrophoresis

Carie & Olson, 1984

IGE Field Inversion Gel Electrophoresis Carie et al., 1986

AFE Transverse Alternating Field 
Electrophoresis

Gardiner et al., 1986

:hef Contour-Clamped Homogeneous
Electric Field

Chu et al., 1986

GE Rotating Gel Electrophoresis Serwer, 1987
Southern et al., 1987

FGE Crossed-Field Gel Electrophoresis

HOGE Pulsed Homogeneous Orthogonal
Field Gel Electrophoresis

Bancroft & Wolk, 1988

ACE Programmable Autonomously
Controlled Electrodes

Clark et al., 1988

IFE Zero Integrated Field
Electrophoresis

Turmel et al., 1990

ACHEF Variable Angle Contour-Clamped
Homogeneous Electric Field

Chu & Gunderson, 1991

T/RIDE Simultaneous Tangencial/
Retangular Inversion
Decussate Electrophoresis

Kolble & Sim, 1991

ZE Capillary Zone Electrophoresis Liu et al., 1991

SFGE Biased Sinusoidal Fields Gel
Electrophoresis

Sudor & Novotny, 1994

De maneira geral, os equipamentos são relativamente simples, compos- 
)s por uma cuba de eletroforese com eletrodos dispostos conforme o sis- 
■ma a ser utilizado, um sistema eficiente para o tampão de corrida (bomba 
eristáltica), um sistema de refrigeração e uma unidade para gerar e alternar 



APLICAÇÕES DA TÉCNICA DE ELETROFORESE DE CAMPO PULSADO 233

campos elétricos. As corridas são feitas geralmente em temperaturas entre 4 
a 16°C, com voltagem, amperagem e tempo de corrida variáveis conforme 
as dimensões das moléculas de DNA ou dos cromossomos inteiros. O es
quema simplificado de um equipamento é apresentado na Fig. 3-

FIGURA 3. Representação esquemática dos componentes de um equipamento para 
eletroforese em campo pulsado (Carie & Olson, 1984).

FATORES QUE INFLUENCIAM A RESOLUÇÃO 
E MOBILIDADE DOS FRAGMENTOS DE DNA

Diversos parâmetros influenciam o perfil da resolução eletroforética, 
alguns mais decisivos e outros de menor importância, mas de forma geral, 
a resolução é determinada pela interação de vários parâmetros. Indivi
dualmente, os fatores são: a) relacionados à cuba: ângulo de reorientação, 
homogeneidade do campo elétrico; b) às condições de corrida: intervalo 
de pulso, voltagem, temperatura, agarose (tipo e concentração), concen
tração do tampão; c) às propriedades da amostra: concentração de DNA, 
concentração de sais, proteínas contaminantes. Algumas dessas variáveis 
estão citadas na Tabela 2, assim como as condições desejadas para cada 
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ima delas e a soluções necessárias para a obtenção do parâmetro adequa- 
lo. Os efeitos da voltagem, concentração da agarose e temperatura estão 
exemplificados em 5. cerevisiae e são mostrados na Fig. 4.

ABELA 2. Resumo dos efeitos das variáveis da eletroforese em campo pulsado 
Birren & Lai, 1993).

ARIÁVEL CONDIÇÃO DESEJADA AÇÃO NECESSÁRIA

'oltagem Separação de > 2Mb Usar baixa voltagem (2 V/cm)

Uso de baixa voltagem Aumentar o tempo de pulso

Uso de alta voltagem Diminuir o tempo de pulso

ipo de Migração rápida Usar agarose específica
garose para campo pulsado

Uso de agarose LMP 
(Low Melting Point)

Aumentar o tempo de pulso

õncentração Migração rápida Reduzir a concentração
le agarose de agarose

Bandas nítidas Aumentar a concentração 
de agarose

Uso de altas 
concentrações

Aumentar o tempo de pulso

Uso de baixas 
concentrações

Diminuir o tempo de pulso

amperatura Migração rápida Usar temperatura mais alta

Bandas nítidas Usar temperatura mais baixa

Uso de altas temperaturas Diminuir tempo de pulso

Uso de baixas 
temperaturas

Aumentar tempo de pulso

ampão Migração rápida Usar TAE

Uso prolongado Usar TBE

Uso de altas voltagens Usar TBE

Separação > 2 Mb Usar TAE

ngulo
e reorientação

Migração rápida Usar ângulo 106°
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0.6% 1.4% 1.8%

FIGURA 4. Efeito da voltagem (A), 
da concentração da agarose (B) 
e de diferentes temperaturas (C) 
em Saccharomyces cerevisiae 
(adaptado de Birren & Lai, 1993).

c

MOBILIDADE ELETROFORÉTICA E INVERSÃO DE BANDAS

Em alguns sistemas eletroforéticos pode ocorrer inversão de bandas em 
função da localização da amostra no gel. Vollrath & Davis (1987) conside
ram quatro regiões de definição na corrida: região 1, de boa definição, 
onde o DNA migra em função do seu tamanho; região 2, pequena região 
de resolução reduzida; região 3, região de máxima resolução; região 4, 
região de baixa resolução, onde todos os fragmentos migram em uma taxa 
mais ou menos constante (região de compressão) em CHEF. A Fig. 5 mostra 
as quatro regiões cuja mobilidade foi calculada em relação ao monômero 
de DNA de lambda (48.5 kb) e a Fig. 6, as quatro regiões indicadas na 
separação dos cromossomos de S. cerevisiae.
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FIGURA 5. Quatro 
regiões de resolução 
em eletroforese CHEF 
com mobilidade 
calculada em relação 
ao monômero de DNA 
de lambda (48.5 kb). 
As setas à direita 
indicam a extensão 
aproximada das 
quatro regiões para a 
curva de 80 segundos 
de tempo de pulso 
(Vollrath & Davis, 
1987).

mobilidade relativa

solução em CHEF: zona 1 - migração linear do DNA em função do seu tamanho,- zona 2 - 
:gião pequena de reduzida resolução,- zona 3 - região de alta resolução; zona 4 - baixa 
solução onde todos os fragmentos migram em taxa mais ou menos constante (zona de 
impressão). A - DNA de lambda (75 segundos); B - S. cerevisiae-, com 45 segundos a 
ona 3 contém fragmentos de 350 a 550 kb; com 60 segundos, fragmentos de 550 a 750 
3; com 90 segundos fragmentos de 650 a 900 kb (adaptado de Birren & Lai, 1993).
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FIGURA 7. Representação esquemática da migração relativa em 2D-PFGE (Two 
Dimensional Pulsed Field Gel Electrophoresis) com concatâmeros de DNA de lambda 
em OFAGE e FIGE (Sanseau etal., 1990).

Outros exemplos de inversão de bandas também são relatados empre
gando-se concatâmeros de DNA de lambda (Sanseau et al., 1990) no 
sistema 2D-PFGE (Two Dimensional Pulsed Field Gel Electrophoresis), 
onde o DNA é inicialmente submetido à migração em OFAGE, e a seguir 
o gel é virado perpendicularmente e submetido a FIGE. Nesse caso, 5 
bandas distintas (de resolução) são descritas: I, II, III, IV e V, e a ocorrência 
de um inesperado efeito de inversão em FIGE: moléculas de maior peso 
molecular migram mais rapidamente que moléculas de peso molecular 
menor (bandas IV e V), como pode ser verificado na Fig. 7.

PRIMEIRA DIMENSÃO SEGUNDA DIMENSÃO

kb ___ í
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Inversão de bandas já foram identificadas em FIGE, em PFGE e, em 
menor escala, em CHEF. Carie (1992) relaciona o tamanho das moléculas 
zom sua mobilidade em FIGE de acordo com a localização no gel, divi
dido em 4 regiões: A, B, C, D. Em B, C, D, a migração é inversamente 
proporcional ao tamanho da molécula, como esperado, mas, na zona A, 
pcorre inversão (Fig. 8). Maiores detalhes sobre os princípios e a evolução 
la técnica da eletroforese em campo pulsado constam da revisão de Mühlen 
1995).

Mobilidade

FIGURA 8.
Representação 
da relação entre 
o tamanho das 
moléculas do DNA 
e mobilidade. 
Nas regiões B, C, D 
a migração é 
inversamente 
proporcional ao 
tamanho da molécula 
como esperado e 
na zona A ocorre 
inversão. O ponto 
4 representa o 
tamanho correspon
dente à ressonância, 
para o regime de 
pulsos empregados 
(Carie, 1992).

IETODOLOGIA EMPREGADA PARA SEPARAÇÃO 
IDENTIFICAÇÃO DAS BANDAS CROMOSSÔMICAS

>E MICRORGANISMOS

As etapas para a preparação das amostras para a eletroforese em campo 
iulsado do DNA ou cromossomos intactos de microrganismos são basica
mente as mesmas. O importante nas preparações é o mínimo de manipu- 
ição com o DNA, principalmente para separação de cromossomos. Para 
>so, as células (leveduras) ou protoplastos (fungos filamentosos) são in- 
luídos em pequenos géis de agarose (“plugs”), e todos os tratamentos 
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posteriores são feitos com esses plugs, que são a seguir colocados no gel 
de corrida na cuba de eletroforese. Esse procedimento permite grande 
estabilidade do DNA e facilita o armazenamento. Para leveduras, por exem
plo, pode-se incluir células intactas nos plugs, seguindo-se a obtenção de 
protoplastos, lise e aplicação no gel de corrida. Para fungos filamentosos, 
geralmente os protoplastos previamente obtidos são incluídos nos plugs. 
Diferentes protocolos e métodos são descritos por Burmeister & Ulanovsky 
(1992).

Como exemplo, descrevemos abaixo um protocolo para separação dos 
cromossomos de fungos filamentosos (Aspergillus nidulans, de Brody & 
Carbon, 1989, com modificações).

Preparação dos Plugs
a) Inoculação de uma suspensão de esporos em meio de cultura líquido 

(lxlO9 esporos/ml) e incubação a 32°C, por 18-20 horas em agitador 
incubador (150 rpm).

b) Coleta do micélio por filtração, lavagem por duas vezes com tampão 
isotônico (0.6 M KC1, pH 5.8) e suspensão do mesmo em tampão 
isotônico (100 mg de micélio em 2 ml), adição de enzima lítica (Novozym 
234, Novo Industries) na concentração 2.5 mg/ml e incubação por 2 
horas, a 32°C, sob agitação branda (50 rpm).

c) Filtração da suspensão em seringa com lã de vidro, centrifugação do 
filtrado contendo os protoplastos a 2.500 rpm por 10 minutos e opellet 
de protoplastos lavados com tampão isotônico e centrifugados por mais 
três vezes.

d) Adição de igual volume da suspensão de protoplastos com 1.4% de 
agarose de baixo ponto de fusão (LGT, Sigma A 4018), a 37°C (agarose 
pré-aquecida a 42°C) e adição da mistura protoplastos/agarose nos 
moldes dos plugs. A concentração final da agarose é de 0.7% com 2- 
4x108 protoplastos/ml.

e) Resfriamento dos plugs a 4°C por 10 minutos e tratamento com tampão 
NDS (0.5 M EDTA, pH 5.8/10 niM Tris-HCl, pH 9.5/1% N-lauroilsarcosinato 
de sódio) contendo proteinase K (1 mg/ml) a 50°C por 18 horas.

f) Lavagem dos plugs por três vezes em 50 mM EDTA, pH 8.0, a 50°C por 
30 minutos, lavagem por duas vezes em 50 mM EDTA à temperatura 
ambiente por 30 minutos e estocagem a 4°C em 50 mM EDTA.
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CONDIÇÕES DA ELETROFORESE 
EM CAMPO PULSADO EM CHEF

Para a resolução dos cromossomos de fungos filamentosos em CHEF 
^CHEF DR II, Bio Rad) que tem disposição hexagonal dos eletrodos e 
ingulo fixo de 120°, as condições (também para A. nidulans de acordo 
zom Brody & Carbon, ±989, com modificações) são: 
i) O gel é preparado com agarose 0.8% (agarose para eletroforese em 

campo pulsado - Sigma A 2929) em tampão TBE 0.5 x (45 mM Tris- 
borato/1 mM EDTA, pH 8) e colocado diretamente no molde do equi
pamento.

)) Os plugs de agarose são inseridos nas canaletas e vedados com agarose. 
z) A eletroforese é efetuada nas seguintes condições: temperatura cons

tante de 12°C, 48 volts e três intervalos de pulso de 50, 45 e 37 minutos 
com duração de 73, 18 e 73 horas, respectivamente (total de 164 horas 
= 6,83 dias).

1) Após a corrida, o gel é corado com solução de brometo de etídio (0.5 
jxg/ml) por 30-45 minutos e a seguir observado em transiluminador.

As condições de corrida podem ser alteradas quanto a tampão de cor- 
ida (TBE como descrito ou TAE), intervalos de tempo fixo dos pulsos e 
empo de cada pulso, ou ainda com um gradiente linear de tempo dos 
>ulsos (em rampa linear) como tempo de pulso gradativo de 30 a 90 
ninutos por um total de 168 horas; voltagem; concentração do gel; tem- 
>eratura, entre outros. Essas alterações são feitas principalmente em fun- 
:ão do tamanho dos cromossomos.

Se o objetivo da separação for apenas determinação do tamanho dos 
romossomos de uma determinada espécie e, conseqüentemente, a determi- 
íação do tamanho do genoma, emprega-se uma espécie padrão na mes- 
na corrida e faz-se a estimativa do peso molecular das bandas obtidas 
>elo diagrama traçado do log do peso molecular conhecido versus a distân- 
ia de migração no gel (cm).

Para ilustrar, a Fig. 9 mostra os 8 cromossomos de A. nidulans que 
>odem ser visualizados em 6 bandas cromossômicas (duas bandas são 
luplas), obtidas conforme a metodologia aqui descrita. As linhagens A e 
1 (canaletas 2 e 3) não mostram a banda cromossômica correspondente 
o cromossomo II do controle (canaleta 1, linhagem haplóide), mas apre-
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sentam uma nova banda de aproximadamente 5.2 Mb, que por análise 
genética, corresponde a uma parte do cromossomo I duplicado e translo- 
cado para o cromossomo II. A Tabela 3 apresenta o tamanho das 6 bandas 
cromossômicas (Mb) estimadas por Brody & Carbon (1989) e de 7 bandas 
estimadas por Montenegro et al. (1992), pela separação dos cromossomos 
III e VI (corrida de 15 dias).

C 1 2 3 Mb

**•

FIGURA 9. Resolução de bandas 
cromossômicas de Aspergillus 
nidulans, identificação dos 
cromossomos e de duplicação 
cromossômica. Canaleta 1 - linhagem 
haplóide AM. Canaletas 2 e 3 - 
linhagens haplóides e portadoras 
de duplicação cromossômica 
(Queiroz etal., 1997).

TABELA 3. Estimativa do peso molecular dos cromossomos de Aspergillus nidulans 
obtida por duas diferentes metodologias.

CROMOSSOMOS DE ASPERGILLUS NIDULANS

Brody & Carbon, 1989 Montenegro etal., 1992

Cromossomo Tamanho (Mb) Cromossomo Tamanho (Mb)

VIII 5.0 VIII 5.0

VII 4.5 VII 4.5

II 4.2 II 4.1

I,v 3.8 l,V 3.7

III, VI 3.5 III 3.4

VI 3.0

IV 2.9 IV 2.4



242 ECOLOGIA MICROBIANA

Se o interesse é a identificação de um determinado cromossomo, o 
procedimento adequado é fazer uso da hibridação das bandas cromos- 
sômicas com uma sonda marcada. O DNA do gel é transferido para uma 
membrana de nylon, e plasmídeos ou fragmentos de DNA marcados são 
hibridados com essa membrana; a seguir, a localização de um gene ou 
de um segmento específico de DNA é revelada pela auto-radiografia. Os 
cromossomos de A. nidulans, Neurospora crassae e S. cerevisiae foram 
rapidamente identificados e relacionados aos seus respectivos grupos de 
ligação pela hibridação com grande número de marcadores já anterior
mente mapeados por análise genética.

APLICAÇÕES DA TÉCNICA

A eletroforese em campo pulsado tem sido utilizada em praticamente 
todos os organismos, de vírus a eucariotos superiores, como plantas e 
ani-mais, incluindo o homem, e com as mais diversas finalidades. Aqui 
serão citadas algumas das aplicações relacionadas aos microrganismos, 
com maior ênfase nos fungos. Uma lista de referências bibliográficas por 
aplicações e por organismo pode ser encontrada em Birren & Lai (1993).

Determinação 
do Cariótipo Eletroforético

O termo “cariótipo”, por definição, é o conjunto completo de cromos
somos de uma célula ou organismo, e é empregado especialmente para 
designar o arranjo dos pares de cromossomos homólogos em ordem 
decrescente de tamanho e organizado a partir de fotografias de metáfases 
mitóticas. Essa definição se aplica perfeitamente para organismos 
eucariotos superiores diplóides, pois, em grande parte deles, o cariótipo 
é considerado como um dos parâmetros utilizados para definir uma 
determinada espécie.

No entanto, em fungos, onde a maioria é haplóide, os cromossomos 
são extremamente pequenos para serem observados em microscopia 
ótica e, por isso, é difícil haver cariótipos descritos. Em muitas espécies de 
fungos, naquelas que são geneticamente bem estudadas, são conhecidos 
os grupos de ligação determinados por análises genéticas. Porém, uma 
correlação entre os grupos de ligação e identidades físicas, os cromossomos, 
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tão bem estabelecida em Drosopbila, milho, homem e tantas outras es
pécies, era dificultada nos fungos. Com a técnica da eletroforese em 
campo pulsado, o genoma dos microrganismos passou a ter uma iden
tidade física, desde que a maioria deles contenha cromossomos na faixa 
de peso molecular possível de ser separada em gel (de 50 a 15 Mb), 
formando bandas cromossômicas cujo conjunto tem sido denominado 
de “cariótipo eletroforético”. Atualmente, cerca de 70 espécies de fungos 
tem o seu cariótipo determinado.

Como Técnica Auxiliar 
na Taxonomia

O polimorfismo revelado no padrão de bandas cromossômicas está 
diretamente relacionado ao peso molecular dos cromossomos. Assim, 
essa técnica tem sido utilizada como auxiliar na taxonomia, identificando 
variações cromossômicas a nível de espécie e gênero. Variações entre 
linhagens de uma mesma espécie também são possíveis (como as dupli
cações cromossômicas mostradas na Fig. 9). Um dos primeiros trabalhos 
nessa linha foi realizado com diferentes gêneros e espécies de leveduras 
e espécies de basidiomicetos empregando-se OFAGE e um padrão de 5. 
cerevisiae (Jonge etal., 1986). Uma representação esquemática do pa
drão eletroforético para as espécies de leveduras está apresentada na Fig. 
10, onde pode ser evidenciado o alto polimorfismo entre as diferentes 
espécies e mesmo entre as 5 linhagens de 5. cerevisiae utilizadas.

Separação de DNAs Circulares
A eletroforese em campo pulsado trata-se também de uma técnica 

útil na separação de DNAs circulares de alto peso molecular, uma vez 
que estes são menos sensíveis às mudanças dos intervalos de pulso do 
que DNAs lineares. Os grandes DNAs circulares podem ter aproximada
mente a mesma mobilidade em corridas com variações drásticas de 
pulso, que provocam grandes mudanças na mobilidade de DNAs line
ares. Assim, é possível a distinção entre um DNA circular e um linear, 
como pode ser verificado na Fig. 11. Com pulso de 10 segundos, o 
plasmídeo circular de 60 kb migra aproximadamente como o DNA 
linear de 200 kb. Com 30 segundos, esse mesmo plasmídeo co-migra 
com o DNA linear de 670 kb.
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Tamanho Grande Médio Pequeno
(> 1000 kb) (500-1000 kb) (250-500 kb)

sdrão - S. cerevisiae r
S402-15c 1 1 1 II III II IIII
. custereii 11 1 

IIIalbicans 1 1
shehatae 11
utills 1 1 1 II
anômala [ 1 III
nonfermentans [ II 1 1
polymorpha [ III 1 1

eotrichum candidum 1 
II

1
marxianus var. lactis 1
marxianus r

r. marxianus L III 1 II
). tannophilus [

r
II1 1 1

stipitis [ 1 1 1
cerevisiae r

arlsbergensis) l
r

II 1 1 II 1III1 II 1 1■ ■ ■ ■
cerevisiae (selvagem) l 1II II 1 II 1 1 1 1II
cerevisiae (linhagem r
402-15c) l

r
1 1 II 1111■ ■ ■ ■ 1 llll

cerevisiae (uvarum) l 1 1 11 1 II II 1 1
cerevisiae (JJ 101) 11 1 II 1 III II 1 1 llll

codes ludvigii
r

11 II
lipolytica L 1 1 ■
hiz pombe 1 1
'gosacch. bailii 1 1
'gosacch. rouxil [ lllll 1

FIGURA 10. Representação esquemática do padrão eletroforético de diferentes espézies 
de leveduras com OFAGE (adaptado de Jonge etal., 1986).
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pulso. L - cromossomos lineares de levedura,-1, 2, 3, 4, e 5 - plasmídeos circulares de E. 
coli com 60,100,140 e > 400 kb, respectivamente; A - pulso de 10 segundos,- B - pulso 
de 30 segundos. A seta indica a posição do menor cromossomo de levedura, 200 kb 
(Birren & Lai, 1993).

LOCALIZAÇÃO DE MARCADORES
EM TRANSFORMANTES

Após uma transformação genética, muitas vezes torna-se necessária a 
confinnação da mesma entre os transformantes obtidos e a distinção entre 
os tipos de transformação: por não-integração ou integração, e, neste úl
timo caso, a distinção entre uma substituição e uma inserção homóloga ou 
heteróloga. Os cromossomos individualizados em um gel prestam-se per- 
feitamente para essa finalidade, facilitando a localização do gene transfor
mado pela hibridação dos cromossomos com o gene (ou o vetor) usado 
como sonda. Para ilustrar essa aplicação da eletroforese em campo pulsa
do, a confirmação da integração do gene argB no cromossomo III de/l. 
nidulans foi realizada por Fungaro et al. (1995) em um transformante 
obtido via biolística. A análise genética anteriormente realizada revelou 
que houve integração (ou substituição) de argB na região homóloga (cro
mossomo III) ou muito próxima a ela. A hibridação do plasmídeo (sem o 
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gene argB) com o gel contendo os cromossomos confirmou a integração 
no cromossomo III e eliminou a possibilidade de ter ocorrido transforma
ção por substituição. O gel com as bandas cromossômicas e a análise da 
hibridação do transformante e do controle estão apresentados na Fig. 12.

A B
12 12

FIGURA 12. Separação do DNA cromossomal intacto de Aspergillus nidulansem CHEF 
(A) e análise da hibridação com o plasmídeo pUC8 marcado com32P(B)de linhagens 
transformada (1) e não-transformada (2). O número à direita corresponde ao tamanho 
dos cromossomos III e VI em Mb(Fungaro et a!., 1995).

A confirmação da localização do gene de resistência ao herbicida me- 
tolachlor em transformantes de 5. cerevisiae também foi possível pela 
separação dos cromossomos em campo pulsado, comprovando-se o 
mapeamento genético prévio de inserção do referido gene no grupo de 
ligação XV. A banda cromossômica correspondente ao cromossomo XV 
foi recortada do gel e, por eletroeluição, o DNA foi extraído, purificado e 
hibridado com o plasmídeo pMTC 15, vetor contendo o gene de resistên
cia a metolachlor. A Fig. 13 mostra o padrão eletroforético obtido para 
linhagens resistentes e sensíveis (CHEF) e a Fig. 14 mostra a auto-radiogra- 
fia da hibridação do cromossomo XV com o plasmídeo pMTC 15 nos 
transformantes resistentes e não-hibridação dos cromossomos XIII e XVI 
de transformantes resistentes e de linhagens sensíveis (Silva, 1995).
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FIGURA 13. Padrão de bandas cromossômicas de linhagens de Saccharomyces 
cerevisiae por CHEF. A - 1904; B - Fleischmann,- C - M 300A; D - AH22; E - M 304-2C; 
F/H - MD 3000 (LiAc); l/J - MD 3000 (KAc) (Silva, 1995).

A B C D E

A B C D E

F G H I J

FIGURA 14. Auto-radiografia da 
hibridação dos cromossomos XV 
e XIII/XVI de linhagens de 
Saccharomyces cerevisiae com o 
plasmídeo pMTC 15. A-M 300 2C 
R (XV); B - M 30A R (XV); C - MD 
3000 (XV); D, E - MD 3000 (XIII/ 
XVI); F - MD 3000 (XV); G - M 304- 
2C R (XIII/XVI); H - AH22 R (XV);
I - AH 22 R (XIII/XVI); J - M300A R 
(XV) (Si Iva, 1995).



248 ECOLOGIA MICROBIANA

CONSTRUÇÃO DE BANCO GENÔMICO 
DE CROMOSSOMOS ESPECÍFICOS 
(RETIRANDO O CROMOSSOMO DO GEL, 
UTILIZAÇÃO DE CAMPO PULSADO BI-DIMENSIONAL)

Mapeamento do Genoma Bacteriano por 2D-Pulsed Field
Os princípios para essas duas aplicações são basicamente os mesmos e 

estão apresentados no esquema da Fig. 15. Uma banda cromossômica 
específica, obtida após uma primeira corrida em gel por campo pulsado, 
ou uma seqüência de bandas, é submetida ao tratamento com enzimas de 
restrição e colocada para uma segunda corrida em uma segunda dimen
são, onde fragmentos de um cromossomo ou de um segmento específico 
são separados, restringindo-se assim regiões específicas de interesse.

Utilização da Cariotipagcm em Leveduras Industriais
Na produção industrial de álcool, diversas linhagens de 5. cereuisiae 

como Fleishmann, Itaiquara, IZ-1904, TA (M-300-A), NF (não-floculante), 
linhagens termotolerantes, linhagens osmotolerantes, linhagens alcotolerantes, 
têm sido selecionadas e empregadas já por muitos anos pelas destilarias do 
estado de São Paulo. No entanto, até aproximadamente 5 anos atrás, existia 
certa dificuldade na identificação e constatação da pennanência ou não da 
linhagem inoculada durante todo o processo da fermentação. Nesse senti
do, o departamento de Química e o departamento de Ciência e Tecnologia 
Agroindustrial da ESALQ/USP têm realizado um acompanhamento das le
veduras durante o processo em 25 destilarias, pela análise do cariótipo 
eletroforético, além das outras análises químicas e microbiológicas. Interes
sante que diferentes linhagens são identificadas durante o processo de fer
mentação, com períodos diferentes de permanência e também diferentes 
quanto às destilarias analisadas. De maneira geral, as leveduras industriais 
inoculadas permanecem no processo por apenas 30 a 40 dias, sendo subs
tituídas por outras, denominadas nativas pelos pesquisadores envolvidos 
nesse trabalho (Amorin, H.V.; Basso, L.C.; Oliveira, A.J.). Por exemplo, du
rante o ano de 1995, a Destilaria Alta Mogiana, que na época utilizava 300 
toneladas de fermento e produzia 700.000 litros de álcool/dia (hoje produz 
mais de 1.000.000), iniciou o processo com 10 toneladas de Fleischmann e 
1.5 kg de 3 diferentes linhagens (pela cariotipagem) que anteriormente 
haviam sido constatadas nessa destilaria. Após 15 dias do início da fermen
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tação, havia predominância das 3 linhagens, e após 30 dias, apenas uma 
dessas linhagens foi constatada (Amorin, 1995, comunicação pessoal).

OUTRAS APLICAÇÕES

Entre as outras aplicações da eletroforese em campo pulsado estão a 
análise do genoma de protozoários: cariótipo, estrutura cromossômica e 
banco genômico de cromossomos específicos; construção de banco ge- 
nômico de cromossomos artificiais de leveduras (YACs); análise de clones

Corrida do gel em 
campo pulsado 

1a dimensão

retirada da amostra

digestão do DNA na fita de gel 

Corrida 2a dimensão 
(mudança nas 

condições)

0 izn

I
I

I
—

fita de gel colocada em novo gel

oi ii i ir

FIGURA 15. Metodologia para construção de banco genômico de cromossomo 
específico/mapa de restrição por eletroforese em campo pulsado bi-dimensional. 
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de YACs; estratégias para mapeamento de grandes regiões do genoma 
humano; análise de regiões de DNA repetitivo do genoma humano (saté
lite alfa centromérico); construção de banco de grandes fragmentos de 
lambda.
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INTRODUÇÃO

Um dos problemas mais cruciais dos ambientalistas é conhecer a 
habilidade dos microrganismos para degradarem xenobióticos e detec
tar os produtos recalcitrantes derivados dos processos biológicos. Essas 
estimativas são importantes porque permitem que os pesticidas, por 
exemplo, sejam usados de modo adequado, trazendo economia para o 
sistema produtivo através de um aumento na produtividade das cultu
ras e a preservação do meio em que vivemos.

O usuário dos produtos sempre irá se deparar com as seguintes per
guntas: onde e quando se deve aplicar o produto no solo? Quanto se 
deve adicionar? Há necessidade ou não do uso do produto em questão?

Usando isótopos como traçadores ou “espiões”, obteremos novas 
informações, pois eles podem ser diferenciados com grande precisão 
dos íons do composto que já está no ambiente ou solo, mesmo que não 
haja comportamento químico diferente. O sucesso do uso das técnicas 
nucleares baseou-se principalmente na sua alta sensibilidade de detecção. 
É possível, sob certas condições, medir quantidades de até 1O1S g a 
uma precisão de 1% de vários elementos, tais como carbono ou fósfo
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ro. Além disso, o tempo de experimentação para acompanhar um pro
cesso metabólico fica mais reduzido, em alguns casos, podendo-se obter 
a informação em questão de minutos ou até de segundos.

Os isótopos podem ser usados como traçadores ou fontes de radia
ção nessa área de estudo. Suas vantagens como traçadores podem ser 
assim descritas:
a) maior sensibilidade em relação às medidas químicas;
b) permitem a descrição dos passos de um elemento particular atrivés 

de um processo metabólico, o que seria impossível pelos métodos 
comuns;

c) podem ser detectados e localizados por filmes de raio X e poderr ser 
distinguidos dos seus homólogos não-radioativos, apesar do com
portamento químico semelhante.
Como fontes de radiação, suas aplicações estão principalmente na 

medicina, nas pesquisas genéticas como irradiação esterilizante e nas 
medidas físicas do ambiente a ser monitorado. Nos estudos em ecologia 
microbiana, a radiação gama tem sido muito usada para indução de nu- 
tação em microrganismos (doses mais baixas, abaixo de 100 krad) e para 
esterilização de susbtratos ou solos (doses acima de 5 Mrad), para uso 
como veículos de inoculantes ou para eliminação de microrganismos.

Os isótopos usados como traçadores em ecologia são os que coires- 
pondem aos elementos que compõem o produto: 32P, 35S, 45Ca, '’Fe, 
MCu, 65Zn, 14C, 3H, 15N e 18O, sendo os dois últimos isótopos estáveis. 
Grande parte deles pode ser facilmente utilizada, uma vez que apre
sentam radiações de baixa energia, como 32P e 35S, mas o 14C e 45Ca têm 
problemas, respectivamente, de meia-vida longa (5700 anos) e possibi
lidade de ser incorporado ao esqueleto ósseo quando ingerido.

A aplicação desses isótopos nos estudos da relação microrganismo- 
ambiente tem sido bastante diversa, contribuindo para elucidar princi
palmente problemas de fisiologia e bioquímica, de modo preciso e efi
caz. Porém, seu uso tem sido importante em países onde o fator limitante 
ainda é o custo de insumos de produção, quando torna-se crucial o uso 
mais adequado desses produtos. A recomendação é governada principal
mente pelo “status” do elemento no solo, pelo tipo de solo, vegetação 
(planta) e fatores climáticos, que, em última análise, só podem ser de
terminados pela experimentação. A recomendação obtida com esses 
experimentos é limitada principalmente por causa do custo. Porém, os 
estudos de eficiência desses insumos podem ser considerados de âmbi
to econômico.
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OBTENÇÃO DE RADIOISÓTOPOS

Os seguintes radioisótopos são assim comumente obtidos:
a) 32P — por captura de deutério com emissão de próton (item a.l) ou 

por captura de nêutron rápido com emissão de próton (item a.2).
a.l) 3'p (d, p) 32p

3IP + 2D -> 32p + 1H
15 1 15 1

a.2) 32s (n, p) 32p

i362S + ÒN - «p + JH

b) I4C — por captura de nêutron rápido com emissão de próton.
14N (n, p) 14C
14N + 'n -> 14C + ’H
7 0 O 1

c) 35S — por captura de nêutron lento.
c.l.) i4S (n, y) 35S

c.2.) 35C1 (n, p) 35S

35C1 + !n -> 33S + ’H
17 0 16 1

d) 24Mg (d, a) 22Na
24Mg + 2D -> 22Na + 4He

O 14C, 32P, 35S, 45Ca, TOSr são preparados no Reator do IPEN, na Universi
dade de São Paulo. As unidades de radioatividade mais empregadas 
são o Curie (símbolo Ci) e o Becquerel (símbolo Bq). O Ci foi original
mente definido em relação à desintegração de 1 g de rádio. Essa desinte
gração corresponde a 3,7 x 1010 dps (desintegrações por segundo) ou 
37 GBq. O valor de 1 Curie se estende para todos os outros isótopos. 
Comumente, para estudos com animais e plantas, emprega-se o mili- 
curie (mCi = 3,7 x 107 dps) e o microcurie (p,Ci = 3,7 x 104 dps). Como 
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não se mede experimentalmente o número de átomos e como é difícil 
o preparo de um padrão de uma atividade absoluta conhecida para 
alguns radioisótopos, usamos o conceito de “atividade específica relati
va” (ou atividade específica, para simplificar), que vem a ser a taxa de 
contagem por mg do elemento (d1.min1.mg1 ou dpmfmg1).

Para marcação do composto, ocorrem grandes problemas. A marca
ção adequada de um produto é difícil pois, além das suas alterações, há 
o inconveniente dos outros elementos, os que fazem parte da sua com
posição química, também serem marcados, contaminando o produto 
final. Para diminuir esse problema, deve-se usar uma pequena quanti
dade dos mesmos, ou trabalhar com o produto puro, sem mistura de 
solvente, denominado “livre de carregador” ou “carrier-free”. Outra ma
neira é estudar simultaneamente os elementos interferentes, conheci
dos os seus espectros de energia e tendo meias-vidas relativamente 
longas. Dessa maneira, poderão ser utilizadas maiores quantidades do 
produto. Exemplo, na obtenção de 32P, os elementos Fe e Mn são mar
cados também, transformando-se em 59Fe e 5íMn.

TABELA 1. Isótopos de interesse nos estudos em ecologia microbiana.

ELEMENTO
NÚMERO DE MASSA

MEIA-VIDA CARACTERÍSTICAS
DA RADIAÇÃO

ENERGIA
(MeV)

3H 12 A* P’ 0,018

14C 5.700 A P’ 0,155

15N Estável — —
32p 14,3 d P’ 1,710

35S 87,1 d P’ 0,167

42K 12,4 h P',n —

45Ca 152 d P’ 0,254

59Fe 47 d P', n, 7 0,27; 0,46

60Co 5,3 A p-, n 1,1; 1,3

65Zn 215 d P', n, 7 0,324, 1,12
33p 25,3 min 7 0,250

*A = anos; d = dias; h = horas; min = minutos.



USO DE TÉCNICAS NUCLEARES EM ECOLOGIA MICROBIANA 257

USO DE ISÓTOPOS COMO TRAÇADORES

Isótopos nos Ciclos Biológicos do C, N e P
O solo pode ser considerado um organismo vivo porque apresenta 

todos os processos vitais: nasce (pedogênese), tem estrutura pseudo- 
coloidal (colóides orgânicos e minerais); respira, assimila (nas transforma
ções químicas e geoquímicas que são absolutamente essenciais ou críticas 
para a continuação da existência das plantas e dos animais superiores). 
Uma variedade de processos geoquímicos é modificada e, ocasional
mente, é governada inteiramente pelos processos bioquímicos cata- 
lizados pelos organismos vivos. Nas transformações processadas pelos 
microrganismos que ocorrem no solo, podem estar incluídos os seguin
tes processos de importância geoquímica:
a) Mineralização
b) Imobilização
c) Oxidação
d) Redução
e) Volatilização ou fixação
f) Formação de depósitos
g) Solubilização
h) Acumulação de substâncias inorgânicas nas superfícies microbianas
i) Fracionamento isotópico

Essas transformações são responsáveis pela ocorrência dos fenôme
nos biológicos do solo, que participam dos grandes ciclos do carbono, 
nitrogênio, fósforo e outros nutrientes e degradação dos compostos 
orgânicos pelos microrganismos do solo.

O CICLO DO CARBONO

Processos Metabólicos do Ciclo do Carbono
O ciclo do carbono é de importância vital, pois este elemento tem 

papel principal na estrutura protoplasmática e é essencial para o meta
bolismo de energia dos heterotróficos, com a forma mineral CO, de 
importância para os autotróficos. Dentro desse processo, um vasto nú
mero de moléculas orgânicas está interagindo em seqüência com com
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postos inorgânicos cie C, num ciclo que descreve o movimento do car
bono de estado inorgânico para o orgânico, e vice-versa.

Para estudar essas transformações, o 14C é introduzido nos compos
tos para descrever todo o processo metabólico. Dentre muitas dessas 
transformações, podemos citar:
a) Incorporação do CO, pelos microrganismos autotróficos.
b) Decomposição da celulose, hemicelulose e lignina.
c) Degradação de substratos orgânicos/compostos químicos (herbicidas, 

inseticidas etc.).
d) Estudos sobre exsudatos de raízes.
e) Processos metabólicos:

Embden-Meyerhoff (EM)
Entner-Doudoroff (ED)
Hexose monofosfato (HMP)

f) Utilização da glicose 14C em estudos de biomassa microbiana.
g) Eficiência fotossintética.

A identificação dos compostos orgânicos (aminoácidos, aminas, ami- 
das, proteínas etc.) pode ser realizada facilmente, por menor que seja a 
fração em que eles se apresentem. Podemos citar outro exemplo, o 
item e - processos metabólicos. Muitos estudos sobre persistência dos 
resíduos de pesticidas são feitos com o auxílio do isótopo 14C. Conhecen- 
do-se todos os componentes do processo metabólico da biodegradação 
dos pesticidas, basta marcar o substrato inicial para determinar o cami
nho realizado. O isótopo é, pois, um “espião”.

Outro exemplo é dado pelo item f. Quando se quer avaliar os cami
nhos metabólicos glicolíticos, utilizamos dois métodos:
a) Medindo a produção do 14CO, que aparece após a degradação da 

glicose especificamente marcada.
b) Medindo a radioatividade em um produto chave da glicólise, por 

exemplo, o piruvato.
Pode-se medir a radioatividade específica (portanto, é radioativida

de por unidade de peso) do composto ou a radioatividade num carbo
no particular na molécula.

Neste último caso, podemos acompanhar um carbono marcado da 
glicose para estudo da sua degradação. Atualmente, sabe-se que é pos
sível dirigir o C-metil do piruvato por uma das três rotas metabólicas 
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glicolíticas principais: Embden-Meyerhoff (EM), Entner-Doudoroff (ED) 
e Hexose Monofosfato (EIMP).

Em alguns casos, a glicose marcada no átomo de carbono-1 é mais 
prontamente oxidada a 14CO, do que aquela marcada no posição 6. Se 
a seqüência glicolítica fosse o único meio pelo qual a glicose pudesse 
ser convertida em piruvato-3-14C e depois decomposta até 14CO2, então, 
dessa forma, o 14CO, deverá ser produzido com igual intensidade a 
partir de glicose-l-14C e glicose-6-14C. Se o principal caminho metabóli- 
co é pelo ED, o carbono-1 da glicose entra no carboxil do piruvato. Se 
HMP é o principal caminho, o carbono 1 da glicose não entrará no 
carboxil do piruvato, mas será convertido em CO, quando a ribulose-5- 
P (carbono-5) é formada do ácido 6-fosfoglucônico. A oxidação com
pleta do piruvato no ciclo do ácido tricarboxílico (TCA) produz uma 
razão C-6 (CO,): C-l (CO,) de 1 para a rota EM, e menor que 1 pelas 
vias HMP e ED. Basta marcar, pois, o C-l ou C-6 da glicose para se 
determinar o caminho principal tomado. A análise da radioatividade 
indicará a localização dos C marcados encontrados no ácido pirúvico. 
Duas alternativas para cada caminho metabólico podem ser determina
das, conforme o carbono marcado.

O ciclo do ácido tricarboxílico (TCA) serve como principal rota para 
a utilização do piruvato na planta e em células de animais. A presença 
do ciclo do TCA nos microrganismos, especialmente fungos, já está 
bem documentada. O ciclo TCA está localizado nas mitocôndrias, en
quanto as reações dos caminhos rnetabólicos glicolíticos estão localiza
das principalmente no citoplasma.

Com o uso de isótopos em leveduras, demonstrou-se que a primeira 
função do ciclo TCA é a produção de intermediários para a biossíntese. 
O ciclo TCA fornece importantes precursores para os aminoácidos, que 
podem ser sintetizados através da transaminação e aminação redutiva. 
Descobriu-se também que o CO, foi fixado como oxaloacetato.

Biodegradação de Compostos Orgânicos
No estudo do comportamento de moléculas orgânicas, submetidas à 

ação de um agente (biológico, físico ou químico) de transformação, é 
fundamental a definição de um método analítico adequado, com sensibi
lidade suficiente para monitorar a ocorrência do processo (Soulas & 
Fournier, 1987). O uso de moléculas radiomarcadas é um método impor
tante e preciso na caracterização de processos de transformação (Khan, 
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1991; Steber & Wierich, 1978). Vários métodos radiométricos têm sido 
utilizados para monitorar a transformação biológica de poluentes orgâ
nicos em amostras ambientais (Knaebel & Vestal, 1988; Hsu etal., 1990). 
A aplicação destes métodos normalmente segue a atividade coletada 
em captores especiais e aquela remanescente no meio de estudo (Deeley 
etal., 1985). Apesar da eficiência de detecção da molécula radiomarcada 
na forma de gases voláteis, metabólitos não-voláteis e do produto origi
nal, podem ocorrer perdas destes compostos, não consideradas no ba
lanço total de atividade devido à impossibilidade de sua determinação 
nos métodos habitualmente utilizados. Independente do meio de estu
do, sólido (solo, planta) ou líquido (meio de cultivo, águas), estas per
das podem ser significativas, sendo responsáveis pela baixa recupera
ção do 14C nos coletores (Hsu et al., 1990; Chandrasena & Sagar, 1986). 
Podem ser vários os motivos destas perdas, principalmente devido a 
um sistema de coleta ineficiente, à volatilização do produto em estudo 
e a vazamentos dos gases formados no processo de transformação. 
Apesar de vários trabalhos utilizarem compostos radiomarcados, são 
poucos aqueles que relacionam perdas do produto durante os estudos. 
Na avaliação da biodegradação do fenol por Candida nitrativorans, 
isolada de solo amazônico, foram observadas perdas do composto e foi 
caracterizada a ocorrência real da biodegradação com o uso de fenol 
radiomarcado, com aproximadamente 10ò dpm (16.700 Bq) de fenol 
radiomarcado (14C(iH.OH-UL-14C Sigma). A perda de atividade no frasco 
controle foi de 19%, provavelmente apenas por causa volatilização do 
fenol, e no frasco inoculado (<7. nitrativorans) a perda foi de 58%, rela
cionada ao fenol e 14CO, (Fig. 1). Utilizando-se um sistema de coletores 
externos ao frasco de cultivo, com aeração forçada, fez-se a coleta de 
14CO, em uma série de três coletores externos. As perdas foram reduzi
das neste sistema, sendo que no frasco inoculado a perda foi de 33% e 
no frasco controle de 24%. Portanto, apenas 9% da atividade inicial 
seriam atribuídos a processos biológicos. Observou-se que a atividade 
medida a partir do frasco controle não era relacionada à produção de 
CO,, mas à volatilização do fenol (Fig. 2). As curvas obtidas na Fig. 2, 
utilizando o sistema de coletores externos, produziu uma curva de 
degradação muito semelhante a uma curva de crescimento da levedu
ra. Com base nestes dados, o sistema de coleta externo, quando com
parado ao de coleta interno, deve ser indicado para o estudo de um 
processo de degradação estritamente aeróbico, através de radiorespi- 
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rometria, utilizando-se substrato sensível à quebra do equilíbrio das 
fases gasosa e líquida, como o fenol (Bastos et al., 1997).

4N NaOH (5xM,) 1N KOH
700 ppm fenol

FIGURA 1. Teste radiorespirométrico, com uso de sistema de captores KOH (1N), 
externos ao frasco de cultivo, para deteção da atividade liberada no processo (Bastos 
et a/., 1997).

FIGURA 2. Comparação da atividade acumulada no controle (A) e no cultivo com 
Candida nitrativorans (&), usando os sistemas interno e externo de coleta.
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Dependendo do objetivo do estudo, o composto é aplicado na plan
ta (estudos de interação planta-microrganismo) ou no solo (atividade 
microbiana). As plantas ou solos tratados são então coletados dentro de 
uma seqüência de tempo ou em um dado tempo. Dependendo do ele
mento ou composto a ser separado e estudado, diferentes protocolos 
são aplicados para extração e purificação do produto presente na plan
ta ou no solo. Os compostos ou metabólitos marcados são separados 
usando métodos bioquímicos tais como a cromatografia de camada 
delgada (TLC-Thin Layer Chromatography), cromatografia gasosa (GC- 
Gas Chromatography) ou cromatografia líquida de alto desempenho 
d IPLC-High-Performance Liquid Chromatography), em combinação com 
a detecção da radioatividade através da contagem por cintilação líqui
da. Metabólitos não marcados (“frios”), representando uma porcenta
gem substancial da quantidade originalmente aplicada para radioativi
dade são especialmente purificados e concentrados para identificação 
m cromatografia gasosa/espectrometria de massa (GC/MS-Gas 
□íromatography/Mass Spectrometer) ou elucidação da estrutura por 
outros métodos espectrométricos tais como infravermelho (IR-Infra- 
red) ou espectrometria de ressonância nuclear magnética (NMRS-Nu- 
dear Magnetic Resonance Spectrometry).

Estudos das Interações Planta-Microrganismo-Solo Usando 14C
Compostos orgânicos marcados com 14C têm sido usados extensiva- 

nente para acompanhar as taxas de decomposição (mineralização) e 
estabilização de produtos microbianos. Os subtratos podem variar de 
úmples, tais como glicose, acetato e aminoácidos, a complexos, tais 
:omo celulose, hemicelulose e proteínas. Materiais como folhas e raízes 
Je plantas, esterco ou compostos com alto peso molecular também 
Dodem ser marcados e usados para acompanhamento do processo bio- 
ógico de decomposição e/ou imobilização dos nutrientes, através do 
4C presente nesses substratos (Voroney et al., 1991).

Sem o uso de substratos marcados seria impossível acompanhar os 
processos de transformação. Segundo Voroney et al. (1991), é impor- 
ante ressaltar que a liberação de 14CO, ou a determinação do 14C orgâ- 
lico residual acumulado no solo não reflete a decomposição exclusiva 
io substrato adicionado, exceto durante o pico da atividade metabólica 
nicial. Isso acontece porque, durante a decomposição, uma porção 
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significativa do substrato pode ser usada para biossíntese e esses pro
dutos microbianos poderíam estar sujeitos à degradação. Desse modo, 
a decomposição de substratos adicionados pode diferir daqueles mes
mos produtos presentes no solo e gerados in situ, devido à interação 
dos compostos orgânicos com os constituintes do solo.

As medidas do fluxo de C através da biomassa microbiana no solo 
que recebeu adições de substratos marcados com 14C podem ser feitas 
pelo método de fumigação-incubação com clorofórmio (CHCip. O flu
xo de CO„ devido à mineralização das células mortas através da fumiga- 
ção, é diretamente proporcional ao conteúdo de C da biomassa micro
biana (Jenkinson, 1966).

Medida da Decomposição da Matéria Orgânica
Usando Abundância Natural de 13C

A conservação das reservas naturais tem sido foco de preocupação 
de pesquisadores e ambientalistas em anos mais recentes. Em escala 
global, as reservas de C do solo podem significar uma fonte de suprimen
to ou dreno de CO, atmosférico, e desse modo, torna-se importante o 
conhecimento do comportamento do C ativo e seu tempo de residência 
nos solos. Em escala local, os fluxos da matéria orgânica podem gerar 
gases (por exemplo, metano e óxido nitroso, gases reconhecidos com 
potenciais “efeito estufa”) e desempenhar um papel fundamental na 
fertilidade do solo, sendo fonte de diversos nutrientes. O fluxo da matéria 
orgânica no solo é governado pelas suas propriedades de cargas ele- 
trostáticas, de poder quelante e de superfície, contribuindo tanto para 
reter nutrientes como poluentes, como metais e moléculas xenobióticas 
(Fig. 3). Além disso, governa as transformações biológicas de N e P 
(imobilização, mineralização) no solo.

As transformações da matéria orgânica no solo vêm sendo estudadas 
há muito tempo através de métodos químicos convencionais, métodos 
isotópicos com a marcação de materiais orgânicos com 14C, 13C ou 15N, 
e através de datação com radiocarbono da matéria orgânica do solo. O 
método do fracionamento isotópico também pode ser uma ferramenta 
muito útil, uma vez que usa a abundância natural de isótopos estáveis 
para traçar as suas variações naturais no ambiente (Balesdent & Mariotti, 
1996). Sua vantagem é permitir a descrição do material orgânico, desde 
a sua origem, acompanhando os caminhos metabólicos das suas transfor-
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mações, assim como a interpretação qualitativa e quantitativa do seu 
luxo. Um outro aspecto resultante desse método é a possibilidade de 
sstudos da fotossíntese através do fracionamento isotópico do carbo
no. Com essa técnica, está sendo possível determinar a grande diferen
ciação isotópica entre materiais de plantas C4 e C , e aplicá-la então em 
estudos de decomposição de C no solo. A possibilidade de se determi
nar o material de origem através da identificação do C da matéria orgâ
nica pela sua composição 13C/12C gerou estudos de impacto ambiental, 
ais como a descrição de desmatamentos e a gradual recomposição das 
ireas por pastagens ou por plantas C4, notadamente de crescimento

CO2 Atmosférico 
(área rural) 
-7,8%o

CO2 Atmosférico 
(área urbana) 
-7,8a-12%o

Antropogênico Plantas C3
CO2 -25%o -27%o

íd

Combustíveis Material
derivados de orgânico
fósseis de solo

Carvão co2
-25%o do solo

Gás natural
-40%o Carbonato

Petróleo pedogênico

-30%o

Plantas C4 Plantas
-13%o -10a-2E

1 I

-27%o -13%o ?

-22%o -8%o ?

-12%o +2%o

Lençóis subterrâneos 
Carbono inorgânico 
dissolvido
-30 a 0%o

GURA 3. Razões isotópicas do carbono estável encontradas nos principais componentes 
e ecossistemas terrestres (Boutton, 1991).
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anual. A grande vantagem do método é que se pode determinar in situ 
as variações dentro de uma escala que vai de um a centenas ou milha
res de anos.

O princípio da técnica da marcação natural do 13C baseia-se na se
guinte relação:

(13C/12C) ,
ô 13C (%) = fl3r/12 *mostra - 1 x 1000 

''referência

Essa técnica pode ser aplicada em ecossistemas e agrossistemas que 
apresentaram inicialmente vegetações C3 alteradas por vegetação C4 ou 
vice-versa. O efeito dessas mudanças pode ser esquematizado confor
me a Fig. 4, onde A e B representam as duas vegetações contrastantes 
nos processos fotossintéticos (C3 e C4). Pode-se acompanhar as mudan
ças graduais das vegetações através da determinação da composição 
isotópica do Ô13C ao longo do perfil do solo. A matéria orgânica tende 
a migrar para as maiores profundidades do solo à medida em que ela se 
decompõe, e pode ser caracterizada quantitativamente através de mo
delos (Jenkinson & Rayner, 1977, Parton eia/.,1987).

FIGURA 4. Representação esquemática do deslocamento do carbono do solo derivado 
de uma vegetação A, pelo carbono de uma nova vegetação B, ao longo de um 
determinado tempo (Balesdent & Mariotti, 1996).
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Uma equação simplificada foi proposta por Balesdent & Mariotti 
U996):

A
onde 8 é a composição isotópica da amostra do solo em estudo e ôrefA é 
a amostra de solo tomada de uma área referência, sob cultivo da vegeta
ção inicial. Como A é igual à diferença média entre 813C da vegetação na 
írea em estudo e a área de referência, a equação pode ficar mais simples:

A = 8 - 8 A
vegB vegA

Para efeito de comparação, deve-se assumir que ambos os sítios te- 
aham histórico similar, com uma dinâmica do C bastante semelhante.

A primeira investigação da transformação biológica do C usando a 
écnica do 813C foi desenvolvida por Cerri e colaboradores (Cerri et al., 
1985), que estudaram uma cronosseqüência de 50 anos de um solo, 
nicialmente com floresta tropical (plantas C3) na região de São Paulo 
sudeste do Brasil) e cultivado com cana-de-açúcar (planta C4) após seu 
Jesmatamento. Usando-se essa técnica, é possível quantificar a incor
poração progressiva e a taxa de decomposição de uma nova fonte de C 
;m frações orgânicas do solo, determinando com mais precisão a dinâ- 
nica da matéria orgânica em um solo (Balesdent et al., 1987, 1988).

Processos do Ciclo Biológico do N
O nitrogênio tem seis isótopos, variando em massa atômica de 12 a 

L7. Desses, I4N e 15N são isótopos estáveis, enquanto os restantes são 
adioativos (Hardarson et al., 1987).

Na natureza, não existe radioisótopo do nitrogênio com meia-vida 
nais longa que 10,05 min. Apesar da utilização do radioisótopo 13N ser 
possível em experimentos de curta duração para investigações da trans- 
õrmação do N no sistema solo-planta, esses estudos requerem equipa- 
nentos e facilidades extraordinários para contornar a limitação da meia- 
áda curta desse radioisótopo. Experimentos com l3N para estudos bioló
gicos não podem portanto ultrapassar 2 horas. Ao mesmo tempo, com 
i produção em maior escala de materiais enriquecidos com o isótopo 
jstável 13N (e também a forma empobrecida do isótopo, com concentra
rão abaixo do ambiente — ao redor de 0,3663%), o custo de fertilizan- 
es marcados com o isótopo estável declinou bastante, estando dispo- 
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inível para as pesquisas do N. A restrição maior permanecería somente 
ina análise do elemento pela espectrometria de massa e sua operação. 
Mas existem atualmente diversos laboratórios (inclusive brasileiros) pro
cessando as análises de forma rotineira.

Historicamente, as pesquisas aplicadas com nitrogênio enriquecido 
ou empobrecido com 15N se desenvolveram a partir de 1955. Anterior
mente, os estudos eram conduzidos sob condições controladas de labo
ratório e casa-de-vegetação, concentrando-se na avaliação dos proces
sos de desnitrificação, fixação simbiótica e associativa de N2, minerali
zação e imobilização. Em todos os processos biológicos do N, o uso do 
traçador 15N tem sido bastante informativo, pois através do uso de fer
tilizantes marcados ou da sua incorporação à matéria orgânica, pode-se 
seguir esse elemento na planta, no solo ou na água.

Muitos dos resultados promissores na FBN, detectados com auxílio da 
ferramenta isotópica, estimularam posteriormente o desenvolvimento de 
pesquisas básicas — bioquímicas e genéticas — sobre os microrganis
mos responsáveis e a seleção dos seus melhores hospedeiros. Mais re
centemente, as pesquisas têm demonstrado que a sustentabilidade de 
um sistema produtivo deve integrar o cultivo de leguminosas fixadoras 
de nitrogênio em sistemas produtivos de gramíneas, tanto para obtenção 
de N adicional através da FBN, quanto para reduzir a intensidade das 
doenças, que ocorrem com maior frequência em monocultivos. A contri
buição das técnicas isotópicas foi demonstrar que o uso de fertilizante 
nitrogenado pode promover a lixiviação de nitrato e as perdas por volati- 
lização, processos que podem acarretar danos ao ambiente. O nitrato 
(NO') pode ser levado para as águas subterrâneas usadas para consumo 
humano, e o óxido nitroso (N2O), volatilizado para a atmosfera, pode 
promover o “efeito estufa” e afetar a camada de ozônio. Desse modo, a 
FBN seria um processo mais atraente por promover a economia de N- 
fertilizante e manter a estabilidade ecológica do sistema produtivo, atra
vés da manutenção ou melhoria da estrutura do solo, redução da erosão 
e do uso de defensivos agrícolas (Ledgard & Giller, 1995).

A Fixação Biológica de Nitrogênio (FBN)
Dentre os processos mais estudados com 15N, destaca-se a fixação 

biológica de N, (FBN). Diversos métodos foram desenvolvidos para 
estimar o processo biológico em leguminosas e gramíneas.
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Uso de 15NS
Burris & Miller (1941) foram os primeiros a usarem 15N, em estudos 

da fixação de N>. Por ser um método de medida direta, a FBN pode ser 
determinada em plantas expostas em atmosferas contendo 15N, enri
quecido, acima da abundância natural de 0,3663 át.% 15N, após análise 
(Hardarson et al., 1987). Dessa forma, pode-se estimar a proporção de 
N na planta derivada do N2 fixado pelo inicrorganismo, sendo esse o 
método direto para medir a FBN na planta. Porém, a necessidade de 
uso de câmaras fechadas, com ambiente controlado para o suprimento 
constante de gás 15N2, além de O, e CO2, sob luz e temperatura adequa
das, restrigem o uso desse método por longos períodos. Mesmo em 
estudos de curta duração, as estimativas devem considerar as variações 
diurnas, diárias e sazonais, para não incorrerem em erros de extrapolação 
de dados. Deve-se considerar que as condições obtidas nessas câmaras 
são diferentes daquelas de casa-de-vegetação e campo.

Uso de fertilizantes ou substratos enriquecidos com 15N
Esse método adota o princípio de que a planta, ao absorver nutrien

tes de um volume de solo, se confrontada com duas ou mais fontes de 
N, deverá absorver de cada uma dessas fontes em proporção direta às 
quantidades disponíveis (Fried & Middelboe, 1977). Hardarson et al. 
(1987) acrescentaram condições para que esse método seja preciso:
1. Deve-se usar uma planta referência que não fixe nitrogênio. Pode-se 
verificar se não há fixação na planta controle com a técnica da redução 
de acetileno.
2. O desenvolvimento radicular e sua extensão de exploração devem 
ser semelhantes tanto na planta fixadora quanto na referência. Ou que 
ambas as plantas retirem todo seu N de uma mesma zona no solo.
3. Ambas as plantas devem apresentar crescimentos, estádios fisiológi
cos e períodos de maturação semelhantes.
4. Ambas as plantas devem sofrer as mesmas mudanças de condições 
ambientais, tais como regimes de temperatura e água durante o perío
do experimental.

Para estimar o N, fixado em leguminosas, as seguintes plantas con
trole devem ser consideradas:
a) Uma não-leguminosa, planta não-fixadora.
b) Uma planta leguminosa não-nodulante.
c) Uma planta leguminosa não-inoculada em solos, que não contém as 
estirpes apropriadas de Rhizobium.
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Condição 1: Quando ambas as plantas (referência e fixadora) ex
ploram uma mesma fonte de 15N/14N.

Se as plantas exploram solo onde uma mesma quantidade e substratos 
enriquecidos com 15N foram aplicados, a planta fixadora e a planta re
ferência conterão a mesma razão 15N/14N, uma vez que estão absorven
do N com composição 15N/14N semelhante. A fonte não-marcada (no 
caso, solo) irá diluir o teor de 1SN no interior de ambas as plantas. No 
caso da planta fixadora, a incorporação de N2 não-marcado irá diminuir 
ainda mais esse teor de 15N na planta. Na planta não-fixadora, o teor de 
15N será mais elevado. Essa diferença entre as plantas fixadora e refe
rência é usada como indicativo da capacidade fixadora, e pode ser 
usada para estimar o N fixado no campo.

Como ilustração, a Fig. 5 pode exemplificar melhor as duas plantas
— referência e fixadora, contendo respectivamente as duas fontes de N
— solo e fertilizante, e três fontes de N — solo, fertilizante e FBN.

TRATAMENTO IITRATAMENTO I

á 25% 
fertilizante 
marcado

w

Razão esperada N Fert. _ 2
N Solo “ 1

Resultados: N2 fixado corresponde a 50% de N total da planta

FIGURA 5. Um exemplo hipotético mostrando como a porcentagem do N derivado 
da fixação (FBN) pode ser determinada através da determinação da porcentagem do N 
derivado do fertilizante em plantas não fixadoras (I) e fixadoras (II), baseado no princípio 
de que ambas as plantas absorvem N de cada fonte em proporção direta às 
quantidades disponíveis(Hardarson etal., 1987).
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Fried & Middelboe (1977) derivaram a seguinte equação para esti
mar a FBN:

% Ndfix =

Sendo que:

% Ndfert =

% Ndfert (planta fixadora)
% Ndfert (planta não-fixadora)

% átomo 15N excesso amostra
% átomo 15N excesso fertilizante

x 100

O cálculo para a quantidade de N fixado fica assim:
N fixado = 0//° Ndfix x N total da planta fixadora

100

Condição 2: Quando ambas as plantas (referência e fixadora) ex
ploram diferentes fontes de 15N/14N.

Muitas vezes, é necessária a adição de uma quantidade maior de N 
à planta referência para que haja uma produção adequada em solo, por 
exemplo, de baixa fertilidade. Muitas vezes, as doses usadas afetam a 
FBN da planta fixadora. Por isso, recomenda-se o uso do valor A, deter
minado por Fried & Broeshart (1975, 1981), propondo as seguintes re
lações:

% Ndfert = % N dsolo _ % Ndsolo + % Ndfix _ % Ndfix
A A A Afert solo solo + fix ^nx

Sendo:
% Ndfert = %N derivado do fertilizante
% Ndsolo = %N derivado do solo
% Ndfix = %N derivado da FBN
Afen = a quantidade de N-fertilizante aplicada
Asolo e Afjx, = respectivamente, as quantidades de N (em unidades de 

fertilizante) do N derivado do solo e da fixação biológica de N,.

Dessa forma, pode-se derivar as seguintes equações: 
a) Para a planta não-fixadora:

A ,solo
100 - % Ndfert

% Ndfert
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b) Para a planta fixadora:
100 - % Ndfert

% Ndfertsolo + fix
A

% Ndfix = Afix x % Ndfert

N fixado (kg/ha) % Ndfix x N total na planta fixadora
100

Variação natural de 1SN/1’N e enriquecimento isotópico
Mais recentemente, o uso de AISN tem sido reconhecido como mé

todo sensível para detectar o efeito discriminante de 15N em processos 
biológicos, tais como a fixação simbiótica de N? em leguminosas. O 
princípio do método é detectar pequenas variações na abundância iso- 
tópica em materiais contendo N. Mais especificamente, um pequeno 
aumento na abundância de 15N é comumente encontrado em compos
tos nitrogenados de origem biológica, devido à discriminação em rela
ção aos processos metabólicos contendo l5N, mais pesado que 14N. As 
variações 15N/14N não são grandes, à base de partes por milhão, e va
riam de acordo com o material estudado. O papel biológico de mate
riais contendo A15N natural pode ser confirmado pelo fracionamento 
isotópico que ocorre, por exemplo, na nitrificação da amônia e desni- 
trificação do nitrato.

No processo da nitrificação, tanto NO; e NO“ são empobrecidos em 
1SN, e o substrato NH.+ é enriquecido, enquanto que na desnitrificação 
o N, liberado é empobrecido em 15N. Isso é explicado pela discrimina
ção isotópica que ocorre em compostos orgânicos nitrogenados, que 
promove uma variação nos seus teores de 15N que tendem para valores 
maiores, acima da concentração do N2 atmosférico. A variação natural 
na razão isotópica do N combinado tem sido designada como A15N e é 
expressa como partes por mil da atmosfera com um valor A15N igual a 
0,00037 át % 15N. Valores negativos expressam um valor 15N menor que 
o padrão (atmosfera), e valores positivos, maiores. Fiedler & Proksch 
(1975) revisaram amplamente a metodologia do uso da razão 15N/14N, 
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tendo o grupo de Shearer & Kohl (Shearer etal., 1975; Kohl & Shearer, 
1980; Shearer & Kohl, 1986) se destacado nessa área de variação natu
ral 15N/14N.

A derivação da fórmula fica assim:
= (át. % 15N/14N amostra) - (át. % 15N atm.) x

(át. % 15N atm.)

A amplitude na variação natural devido ao efeito isotópico é em 
geral ao redor de ± 15 A15N unidades.

Em plantas perenes, a estimativa da FBN se torna mais complexa 
pela dificuldade de seguir o processo por um longo período de tempo, 
de forma a integrar a quantidade de N2 fixado (Baker et al., 1994). As 
espécies fixadoras e não-fixadoras devem ser plantadas alternadamente, 
de modo que cada uma delas seja exposta às mesmas mudanças no 
ambiente do solo ao longo do experimento. O fertilizante marcado com 
15N deve ser aplicado ao solo, dentro de mini-parcelas que devem ser 
cobertas lateralmente com filmes plásticos para vedar a passagem de 
raízes para zonas não marcadas com 15N. Ao longo do experimento, 
deve-se tomar medidas de acúmulo de biomassa e teor de N em ambas 
as plantas (controle não-fixadora e fixadora) para assegurar que sejam 
fisiologicamente semelhantes, assim como a reciclagem de N não esteja 
influenciando a precisão das estimativas de FBN (Fig. 6).

Para experimentos onde se estuda a FBN com uso de fertilizantes 
nitrogenados marcados, a técnica da diluição isotópica se aplica muito 
bem para casos onde se acompanha plantas jovens. Neste caso, a plan
ta se assemelha a uma cultura de ciclo anual, para a qual o método foi 
elaborado originalmente.

Para acompanhamento da FBN por um período mais longo, pode-se 
utilizar a técnica do enriquecimento do N do solo através da incorpora
ção de palha marcada e incubação prévia por um período até a sua 
estabilização no substrato. Neste caso, a medida da FBN seria direta, 
relacionando-se diretamente à concentração de 15N presente na fração 
do N total do solo, com a concentração de 15N na planta fixadora. Lisí- 
metros contendo volumes de solo com 15N-solo estabilizado podem 
servir para esses estudos. Porém, a duração do experimento deverá ser 
condicionada à capacidade de exploração da planta, seus requerimen
tos nutricionais e o volume de solo disponível para o desenvolvimento 
adequado ao longo do período experimental.
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FIGURA 6. Representação esquemática do processo associado com crescimento, 
acúmulo e perda de N em árvores, em um período de tempo (t0 = tempo inicial para 
t, = tempo de amostragem). N(|r) = N da liteira,- AN = N assimilado + N fixação biológica 
de nitrogênio. A técnica de 15N (variação natural, 15N-solo) pode diferenciar as duas 
fontes que contribuem para as variações do DN (Baker etal., 1995).

Outra técnica bastante recomendada para medir a FBN em plantas 
perenes recorre à determinação da discriminação isotópica do 15N/14N 
do N acumulado (A15N, ou enriquecimento isotópico) durante o inter
valo do estudo. Usa-se uma planta não-fixadora como referência, apli
cando-se a seguinte equação (Hardarson et al., 1987):

n/ 1 % átomos exc. AN..% Ndfix = l -________________èl x 100
% átomos exc. AN .ref

No Brasil, as pesquisas com l5N realizadas no Centro de Energia Nu
clear na Agricultura (USP-Piracicaba, SP) e no Centro Nacional de Pes
quisas em Agrobiologia (EMBRAPA, RJ) foram determinantes para avan
ços significativos tanto na quantificação da FBN em leguminosas, princi
palmente feijão e soja (Ruschel et al., 1979; Boddey et al., 1984; Duque 
etal., 1985; Ruschel etal., 1982; Vose etal., 1982; Silva etal., 1993; Tsai 
et al., 1993a,b; Colleta Filho, 1993), quanto em gramíneas tropicais, 
dentre elas grama batatais, braquiária e cana-de-açúcar (DePolli, 1977; 
Boddey et al., 1983, 1991; Boddey & Victoria, 1986). A FBN tem papel 
fundamental na agricultura sustentável nos trópicos, e a integração de 
leguminosas com gramíneas tem sido recomendada para a manutenção 
do sistema produtivo.
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Muitos trabalhos em FBN e em ecologia microbiana têm fomentado 
a integração das medidas com isótopos de N (14N, 15N), C (13C, 14C) e 32P, 
promovendo uma nova dimensão nas pesquisas, de forma a encontrar 
os caminhos para a melhoria e sustentabilidade dos sistemas produti
vos, e ao mesmo tempo garantir a conservação do ambiente.

O Uso de Fósforo (”P)
O fósforo não apresenta relações de fluxo gasoso com a atmosfera, 

tais como o carbono e o nitrogênio. No entanto, os organismos do solo 
estão intimamente envolvidos com os processos de transformação do 
fósforo no solo, participando na solubilização de fósforo inorgânico e 
na mineralização do fósforo orgânico, assim como na imobilização de 
fósforo disponível. A dinâmica do fósforo na biomassa microbiana é 
bastante intensa, mas em geral, os processos são de curta duração (Paul 
& Clark, 1989). A contribuição dos microrganismos no ciclo do P no 
solo pode ser medida com uso de 32P e 33P (este com mais restrições, 
devido à sua curta meia-vida).

Além da possibidade do uso dessas formas marcadas de P nas trans
formações do P no solo, os isótopos e em especial 32P têm sido muito 
usados na determinação da eficiência de sistemas simbióticos entre plan- 
tas-fungos micorrízicos, que absorvem e acumulam nutrientes do solo.

Desde o final da década de 60, já se fazia idéia de que as hifas dos 
fungos micorrízicos tinham a capacidade de absorver e translocar 32P, 
45Ca e 15N, liberando-os posteriormente para o hospedeiro, contribuin
do com resultados espetaculares para o seu desenvolvimento vegetativo 
(Gray & Gerdermann, 1969).

O fósforo é altamente requerido para o pleno funcionamento de 
nódulos em leguminosas. A Fig. 7 mostra o efeito da deficiência hídrica 
na nodulação de feijoeiro, em fase inicial de florescimento, quando a 
nodulação atinge seu pico de atividade. A Fig. 7A mostra que as raízes 
de feijoeiro, sob 15 atm de tensão de água (deficiência hídrica drástica), 
não apresentam nódulos, enquanto que sob 1 atm de tensão de água 
(condição adequada de umidade, Fig. 7B), os nódulos são numerosos 
e muito ativos, acumulando também o P-fertilizante, marcado com 32P 
(Tsai, dados não publicados). A técnica de detecção de 32P (assim como 
de 35S) através da radioautografia também pode servir para localização 
temporal e espacial dos sítios onde se processam as atividades micro- 
biológicas, tanto em solo como em planta.
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FIGURA 7. Raízes de feijoeiro, 
sob 15 atm de tensão de água 
(deficiência hídrica drástica), 
não apresentam nódulos (Fig. 7A). 
Raízes noduladas, sob adequada 
tensão de água (1 atm) mostram 
numerosos nódulos (Fig. 7B), com 
elevado acúmulo de fósforo, 
adicionado como fertilizante e 
marcado com 32P (Tsai, dados 
não publicados).

Uso de Traçadores em Biologia Molecular
A associação de técnicas nucleares em estudos de biologia molecular 

possibilitou os avanços mais significativos nessa área. E especialmente, 
a comprovação da estrutura do DNA, da sua replicação semi-conservativa 
e da marcação de oligonucleotídeos para reconstruir DNA marcado ou 
para determinar a sua seqüência, foram alguns marcos que possibilita
ram o sucesso da tecnologia do DNA em estudos de bioquímica, gené
tica e ecologia microbiana.

Como exemplo, a obtenção de sondas radioativas marcadas com 32P 
e usadas como marcadores RFLP-Restriction Fragment Length Polymor
phism, permitiu a análise genética em todas as linhas avançadas de 
pesquisa genética em microrganismos (Fig. 8). As sondas radioativas 
também permitiram o acompanhamento da expressão de genes com 
funções conhecidas, especialmente aquelas associadas com resistência 
a doenças e a nodulinas, proteínas que se expressam em sistemas simbió- 
ticos (Fig. 9).
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123456789 10J1 12 FIGURA 8. Uso de marcador 
molecular denominado RFLP 
(Restriction Fragment Length 
Polymorphism), que codifica a 
nodulina aldolase, para determi
nação de polimorfismo entre dois 
parentais de feijoeiro. Através 
da restrição de DNA com seis 
enzi-mas das variedades BAT-93 
(cana-letas 1, 3, 5,7, 9 e 11) e Jalo 
EEP558 (cana-letas 2,4, 6,8,10 
e 12), o DNA é transferido à 
membrana de nylon e fixado. Após 
hibridização da membrana com a 
sonda radioativa 32P e revelação do 
filme raio X, foi possível detectar 
polimorfismo com as enzimas C e F 
(Tsai, dados não publicados).

FIGURA 9. Análise de RNA em blot de gel da expressão de AAT1 e AAT2 (aspartato 
aminotransferase), em nódulos eficientes (A) e ineficientes (B). Dez mg de RNA total de raízes 
(dia 5) ou nódulos (dias 7, 8, 9,12,19 e 33) foram aplicados em cada canaleta, e submetidos à 
eletroforese em gel de agarose, transferidos em membrana de nylon, e hibridizados com sondas 
de genes aat1 (esquemas superiores na figura acima) ou aat2 (esquemas intermediários) Os 
esquemas inferiores indicam a contagem em dpm (32P) em cada uma das bandas hibridizadas e 
determinadas por contagem direta. A - RNA extraídos de raízes e nódulos em plantas eficientes 
em fixação de N2. B - RNA extraídos de raízes e nódulos em plantas ineficientes em fixação de N2. 
(Gregerson etal., 1994)
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INTRODUÇÃO

Os trabalhos relacionados ao estudo da ecologia microbiana mediante 
a utilização do microscópio eletrônico buscam, basicamente, aumentar 
ou consolidar conhecimentos a respeito de um processo interativo, no 
qual pelo menos um dos participantes é um microrganismo. Os estudos 
geralmente são realizados para localizar e identificar indivíduos e popu
lações envolvidos, e caracterizar a interação e suas etapas quanto aos 
aspectos citológicos, histológicos, morfológicos, bioquímicos e fisioló
gicos.

Este capítulo descreve os princípios do microscópio eletrônico, das 
técnicas utilizadas e suas aplicações na ecologia microbiana.

O MICROSCÓPIO ELETRÔNICO

Quando comparado ao microscópio óptico, o microscópio eletrôni
co é um equipamento mais caro, de manutenção mais difícil e dispen
diosa, de uso mais complicado e exige preparo mais demorado do 
material a ser observado (espécime). Meek (1976) aponta apenas uma 
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vantagem do microscópio eletrônico: o maior poder de resolução, isto 
é, a menor distância entre dois pontos capaz de ser distinguida.

O poder de resolução é variável, de acordo com o tipo de microscopio, 
porque quanto menor o comprimento de onda da radiação usada para 
“iluminar” o espécime, maior será a resolução. Assim, como o micros
cópio eletrônico utiliza um feixe de elétrons com comprimento de onda 
muito menor que o da luz visível, fornece imagens nítidas de obetos 
centenas de vezes menores do que as conseguidas com o microscópio 
óptico.

O feixe de elétrons é formado pela aceleração dos elétrons emitidos 
termo-ionicamente por um filamento de tungstênio aquecido até a ircan- 
descência por uma corrente elétrica. O feixe penetra na coluna dc mi
croscópio, atravessa as lentes eletromagnéticas e interage com o espé
cime, situado entre as lentes condensadora e objetiva, no microscópio 
eletrônico de transmissão, ou após a última lente, no microscópio ele
trônico de varredura (Fig. 1). Para minimizar a dispersão do feixe pelas 
moléculas gasosas, o microscópio eletrônico trabalha em condições in
ternas de alto vácuo (103 a IO'6 Torr).

A Fig. 1 mostra, esquematicamente, o microscópio eletrônico de trans
missão, o microscópio eletrônico de varredura e o microscópio óptico. 
Os três tipos possuem princípios de funcionamento semelhantes, dife
rindo basicamente na fonte de iluminação utilizada. As demais diferen
ças, como a utilização de lentes eletromagnéticas pelos microscópios 
eletrônicos, são conseqüência das necessidades geradas pelo tipo de 
radiação usada.

Embora haja outros tipos de microscópios eletrônicos, serão consi
derados neste capítulo os dois mais utilizados em estudos biológicos: o 
de transmissão e o de varredura.

O microscópio eletrônico de transmissão permite a observação da 
ultraestrutura de materiais biológicos, inclusive de algumas macrcmo- 
léculas. O suporte que leva o espécime ao microscópio eletrônico é ama 
tela metálica circular de 3 mm de diâmetro, com 50 a 400 mesh (malhas 
por polegada quadrada), coberta ou não por fina camada plástica, que 
pode ser reforçada pela deposição, também delgada, de carbono. A tela 
pode ser de ouro, prata e, mais freqüentemente, cobre ou níquel. A ima
gem é formada pelo desvio dos elétrons do feixe, causado principalnen- 
te pelo núcleo dos átomos do espécime. Os elétrons desviados caem fora 
da abertura das lentes e a imagem eletrônica é resultado da ausência dos 
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elétrons desviados, que aparecem na imagem como regiões escuras. Es
pécimes como os biológicos, compostos quase que exclusivamente por 
átomos “leves” (tais como carbono, hidrogênio, oxigênio e nitrogênio), 
produzirão imagens pouco nítidas, pois não desviam o feixe de elétrons. 
Para contornar esse problema, o espécime é impregnado com sais de 
metais pesados. A imagem do espécime é visualizada sobre uma tela 
fluorescente, revestida por compostos como sulfeto de cádmio e sulfeto 
de zinco, que absorvem o feixe de elétrons, invisível ao olho humano, e 
emitem luz visível. A imagem formada pelo feixe também pode ser usada 
para sensibilizar filmes fotográficos.

FIGURA 1. Diagrama comparativo do funcionamento de um microscópio óptico comum 
(A), de um microscópio eletrônico de transmissão (B) e de um microscópio eletrônico 
de varredura (C). Gentileza de Jaime Maia dos Santos, FCAV/UNESP.
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No microscópio eletrônico de varredura, o feixe de elétrons intrage 
com o espécime, induzindo a liberação de elétrons dos átomos ce sua 
superfície. Os elétrons liberados, chamados elétrons secundárioç são 
coletados por um detector e induzem a formação da imagem, com apa
rência tridimensional e com grande profundidade de foco, em um 
monitor de televisão. O poder de resolução do microscópio eletrônico 
de varredura é inferior ao de transmissão, respectivamente entre? e 5 
nm e 0,1 nm.

Técnicas
de Microscopia Eletrônica

Diversas técnicas de microscopia eletrônica são utilizadas no estudo 
dos microrganismos, cada uma produzindo um tipo de informação.

Os reagentes utilizados em microscopia eletrônica são, quase sem
pre, muito tóxicos, exigindo cuidado durante seu manuseio. A Tabela 1 
associa os reagentes mais usados com sua ação tóxica. A obediência a 
algumas regras básicas reduz a possibilidade de ocorrerem danos à 
saúde: preparar e utilizar os reagentes em uma capela; vestir roupas 
que não deixem partes do corpo expostas; utilizar luvas; não comer, 
beber ou fumar no laboratório; não armazenar comida e bebida junto 
com reagentes; lavar braços e mãos antes de deixar o laboratório co
nhecer e ter por escrito, em local de fácil acesso, os procedimentos em 
caso de acidente.

Três cuidados básicos devem ser tomados para a obtenção de uoas 
micrografias e para a interpretação correta dos resultados:

1. Preparar o espécime com métodos adequados às suas peculiarida
des, utilizando reagentes de qualidade que melhor se adaptem e ujus- 
tando, quando preciso, a concentração, pH e tempo de permanência 
nas soluções. Caso contrário, surgirão artefatos, isto é, alterações causa
das nas células e tecidos durante o preparo.

2. Realizar repetições e empregar tratamentos-controle.
3. Conhecer a estrutura das células e tecidos. É preciso que o usuário 

do microscópio eletrônico esteja familiarizado com as características 
dos tecidos, células e seus componentes, tanto para identificar e locali
zar as estruturas desejadas, quanto para determinar se as condições de 
preparo foram adequadas.
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TABELA 1. Reagentes utilizados em microscopia eletrônica e sua ação tóxica.

REAGENTE AÇÃO TÓXICA

Tetróxido de ósmio muito tóxico, volátil e altamente irritante das 
membranas mucosas

Glutaraldeído possivelmente carcinogênico, pode produzir 
reações alérgicas

Formaldeído carcinogênico, pode produzir reações 
alérgicas

Cacodilato de sódio contém 50% de arsênico,- muito tóxico,- 
provavelmente carcinogênico,- pode provocar 
reações alérgicas; é rapidamente absorvido 
pela pele

Acetona e etanol inflamáveis e tóxicos,- facilitam a penetração 
pela pele de substâncias neles dissolvidas

Óxido de propileno altamente inflamável e carcinogênico

Resinas epóxicas carcinogênicas,- podem provocar reações 
alérgicas

Resinas acrílicas podem provocar reações alérgicas

Citrato de chumbo altamente tóxico

Acetato de uranila altamente tóxico,- emissor de partículas 
radioativas e, por isso, carcinogênico

Técnicas Básicas de Microscopia Eletrônica de Varredura
O preparo mais freqiiente cio espécime inclui a fixação em aldeídos 

(glutaraldeído e/ou paraformaldeído), lavagem, pós-fixação em tetróxido 
de ósmio seguida de nova lavagem e desidratação em acetona ou etanol, 
com procedimentos semelhantes aos descritos para a técnica citológica 
de microscopia de transmissão (II.2.C). O espécime desidratado é seco 
ao ponto crítico, montado no suporte (sft/b) e coberto com uma camada 
delgada de ouro ou outro metal. A Fig. 2 mostra um conídio de Beauveria 
bassiana penetrando na base de um pêlo de Heterotermes tenuis.

Em outro procedimento comum, o espécime fixado é liofilizado e, a 
seguir, montado e coberto. Alguns materiais permitem a secagem ao ar, 
diretamente ou após tratamento com substâncias apropriadas. Espécimes
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FIGURA 2. Infecção de Beauveria bassiana em Heterotermes tenuis. Detalhe de conídío 
penetrando na base do pêlo (seta). P - pêlo. Gentileza de Rogério Biaggioni Lopes, 
Departamento de Entomologia, ESALQ.

frágeis, que, quando preparados em soluções líquidas têm suas estrutu
ras danificadas, podem ser fixados em vapor de tetróxido de ósmio e 
liofilizados ou secos ao ar.

Materiais em suspensão devem ser aglutinados ou fixados a um su
porte sólido antes do início da preparação; caso contrário, serão perdi
dos durante as etapas de preparo. Alguns procedimentos foram desen
volvidos para esse fim: retenção do material em filtros com poros de 
diâmetro adequados; precipitação com formação de pellet por centrifu- 
gação; e a deposição do material em superfícies (como lamínulas de 
vidro) cobertas com poli-L-lisina ou Alcian blue (Bozzola & Russel, 1992).

Técnicas Básicas de Microscopia Eletrônica de Transmissão

Contrastação negativa
A contrastação negativa possibilita a visualização de estruturas bioló

gicas inteiras e em suspensão, tais como vírus, bactérias, esporos de 
fungo e organelas celulares. É uma técnica simples, rápida, que exige 
pouca experiência e não necessita de nenhum equipamento especial 
para sua realização.
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FIGURA 3. Contrastação negativa, utilizando acetato de uranila 2% pH 7,0, da bactéria 
Xanthomonas campestris infectada por um bacteriófago. A - Xanthomonas campestris 
com fagos aderidos externamente. B - Fragmento de Xanthomonas campestris lisada 
com fagos aderidos, b - bactéria,- f - bacteriófago. Gentileza de llza Maria Sittolin.

Uma gota da suspensão contendo o espécime é deixada por alguns 
instantes sobre a tela suporte, coberta e seca com papel de filtro. A tela 
é corada rapidamente com acetato de uranila, ácido fosfotunguístico ou 
outro corante adequado. Ao final do processo, o espécime ficará envol
vido pelo corante mais denso ao feixe de elétrons, aparecendo mais 
claro sobre o fundo escuro no microscópio (Fig. 3).

A contrastação negativa permite a observação do formato do espéci
me e de sua estrutura externa, revelando pouco a respeito de seu inte
rior. É também muito utilizada para a realização de diagnoses rápidas, 
principalmente de vírus.

Metalização ou sombreamento
Da mesma maneira que a contrastação negativa, a metalização per

mite observar pequenas estruturas biológicas em suspensão, revelando 
seu formato e a estrutura externa do espécime. A metalização é muito 
utilizada para contrastar ácidos nucléicos e outras macromoléculas.
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A técnica consiste em depositar a vácuo uma fina camada de metal 
pesado (ouro, cromo ou platina) sob determinado ângulo. Devido à 
angulação e à trajetória retilínea do vapor do metal, a deposição será 
maior na face voltada para a fonte, produzindo uma imagem semelhan
te a um negativo de objeto sombreado. A face com maior espessura de 
deposição aparecerá mais escura, enquanto a sombra, formada por uma 
área com pouca ou nenhuma deposição, será clara. É prática comum 
reverter o negativo das micrografias para que a sombra se torne escura 
e o objeto claro (Fig. 4).

Caso se conheça o ângulo de deposição, pode-se ter informações 
precisas a respeito da estrutura tridimensional do espécime.

O método apresenta duas desvantagens em relação à contrastação 
negativa: não revela nada a respeito da estrutura interna do material e 
necessita de equipamento especial para metalizar a amostra.

FIGURA 4. Metalização 
com platina a 30° do vírus 
do mosaico do fumo.
Notar sombra formada pela 
deposição diferencial do 
vapor do metal (setas) 
(arquivo do Laboratório 
de Microscopia Eletrônica 
do CENA/USP).

Técnica citológica
A técnica citológica permite observar a ultraestrutura das células e 

tecidos cortados em secções ultrafinas. Através da ultraestrutura é possí
vel localizar microrganismos dentro ou na superfície de células e tecidos, 
verificar as alterações induzidas nas células devido a um estímulo (tal 
como a variação do ambiente, a ação de um organismo antagônico ou a 
associação com outros indivíduos), determinar a seqüência dos eventos 
desencadeados por um estímulo ou gerados em função de um processo 
de interação.

Antes da observação ao microscópio, o espécime deve passar por 
etapas de preparo com finalidades específicas:
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1. Pré-preparo: adaptação do espécime às necessidades do preparo 
propriamente dito. Materiais em suspensão podem ser precipitados por 
centrifugação ou aderidos a um filtro, conforme descrito para a microscopia 
de varredura. O espécime precipitado pode ser envolvido por um bloco 
de ágar ou agarose antes da desidratação, facilitando o manuseio. Devi
do à baixa capacidade de penetração dos fixadores, o espécime deve ser 
reduzido a pequenas dimensões. Cubos de 1 mm de aresta e tiras com 
1x3 mm são dimensões recomendáveis. As etapas de preparo devem ser 
realizadas, sempre que possível, sob agitação suave.

2. Fixação: promove a morte e estabilização das células e tecidos do 
espécime, conservando suas estruturas com o mínimo possível de altera
ções em relação ao organismo vivo. É realizada, geralmente, tratando o 
espécime com solução de aldeído (glutaraldeído 1 ou 2% e paraformal- 
deído 2 a 4%) por 1 hora a 4°C, lavando em solução tampão e pós- 
fixando com uma solução de tetróxido de ósmio 1% por 1 hora. A maio
ria dos protocolos utiliza uma solução de acetato de uranila a 4°C para 
melhorar a fixação e aumentar o contraste do espécime. A concentração 
e o pH da solução tampão devem ser próximos aos das células, sendo 
mais usados o tampão fosfato (0,1 M; pH 7,2) e o tampão cacodilato (0,05 
M; pH 7,2) com cloreto de cálcio (0,001 M). Caso não seja possível dar 
continuidade imediata ao preparo, o espécime pode ser mantido em 
aldeído por semanas, sem alterações substanciais (Fig. 5).

3. Desidratação: realizada porque as resinas, em sua maioria, não 
são miscíveis em água. Geralmente é feita em soluções aquosas com 
concentrações crescentes do agente desidratante, geralmente acetona 
ou etanol. Um último tratamento em óxido de propileno é facultativo 
quando a desidratação é realizada com acetona, e obrigatório quando 
em etanol. A desidratação deve ser rápida e eficiente: rápida para evitar 
a extração de substâncias celulares e eficiente para substituir toda a 
água das células pelo agente desidratante. Se a desidratação não for 
bem realizada, a resina não penetrará convenientemente no espécime, 
comprometendo a ultramicrotomia e a qualidade dos cortes. Caso haja 
necessidade, pode-se interromper o preparo do espécime por um perío
do não muito prolongado (como uma noite) em acetona 70%.

4. Inclusão: substituição do solvente celular por uma resina que, de
pois de polimerizada, fornecerá suporte para a realização dos cortes sem 
danificar o espécime. As resinas podem ser epóxicas, como Spurr, Epon 
e Araldite, ou acrílicas, como London Resin White e London Resin Gold.
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FIGURA 5. Técnica citológica que mostra a seqüência da invasão de célula do cafeeiro 
pelo fungo Hemileia vastatrix, visualizado no microscópio de transmissão. A - Inicial. B - 
Penetração do "peg”. C - Penetração do "peg” em um estágio mais avançado D - Fungo 
no interior da célula do cafeeiro. p - peg; f - fungo; pc - parede celular; n - núcleo; 
m - mitocôndria (arquivo do Laboratório de Microscopia Eletrônica do CENA/USP).
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5. Emblocagem: os espécimes são colocados em fôrmas apropriadas, 
que são preenchidas com a mesma resina usada na inclusão. Os blocos 
obtidos após a polimerização da resina facilitam o manuseio do espécime.

6. Trimagem: desbaste do excesso de resina e redução da superfí
cie do espécime à área que se deseja cortar.

7. Ultramicrotomia: obtenção de cortes ultrafinos do espécime, com 
espessura menor ou igual a 90 nm, necessários por causa da baixa 
penetrabilidade dos feixes de elétrons. Realizados em ultramicrótomos 
com auxílio de navalhas de vidro ou diamante.

8. Contrastação: realizada com sais de metais pesados, normalmen
te acetato de uranila e citrato de chumbo, para intensificar o contraste.

Técnicas Especiais de Microscopia Eletrônica de Transmissão
Criofratura, criodecapagem ou freeze-etching
O espécime é infiltrado com substâncias crioprotetoras (como glice- 

rol a 20%), congelado rapidamente com freon e imediatamente transfe
rido para nitrogênio líquido. A fratura é realizada em equipamento es
pecial e sobre ela é depositada uma camada de platina, seguida de 
outra de carbono. O espécime é digerido e a réplica coletada em uma 
tela.

A técnica de criofratura produz imagens com aparência tridimensional 
e é utilizada principalmente no estudo de membranas (Fig. 6).

FIGURA 6. Tecido 
foliar de Nicotiana 
tabacum infectado 
com o vírus do 
mosaico-do-fumo 
preparado por 
criofratura, 
mostrando 
partículas do vírus 
(seta) (arquivo 
do Laboratório 
de Microscopia 
Eletrônica do 
CENA/USP).
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Replicação
A replicação produz imagens semelhantes às obtidas no microscó

pio eletrônico de varredura e pode ser utilizada quando o equipamento 
não é disponível ou quando o espécime ou detalhe que se deseja obser
var exige limite de resolução não-compatível com o microscópio de 
varredura.

A réplica pode ser feita em uma só fase, com procedimento seme
lhante ao utilizado na criofratura, mas o material é fixado e desidratado 
em vez de congelado. Outro procedimento é realizado em duas fases, 
produzindo um molde a partir do espécime e a réplica a partir do molde 
(Fig. 7).

FIGURA 7. Réplica da face inferior da folha de cafeeiro, mostrando um estômato (e) 
(arquivo do Laboratório de Microscopia Eletrônica do CENA/USP).

Radioautografia ou auto-radiografia
Consiste em ministrar a organismos vivos um isótopo radioativo (3H, 

14C, 131I), na forma de sais ou precursores de macromoléculas celulares 
(como aminoácidos e nucleotídeos). Após um período predetermina
do, suficiente para a metabolização ou incorporação do isótopo, o espé
cime é processado de modo semelhante à técnica citológica. Sobre os 
cortes é colocada uma monocamada de emulsão fotográfica (halogenato 
de prata). As telas com os cortes devem ser armazenadas em caixas à 
prova de luz, durante o período de exposição da emulsão à radiação.
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Os isótopos incorporados são focos de emissão de partículas radioa
tivas que, sensibilizando a emulsão fotográfica praticamente sobre a 
estrutura que os contém, produzem grãos de prata metálica, após a 
revelação. A visualização simultânea dos cortes e dos grãos de prata 
permite identificar as estruturas que incorporaram o composto radioati
vo (Figs. 8 e 9).

FIGURA 8. Esquema de auto-radiografia de uma secção do espécime. O isótopo 
radioativo incorporado no espécime emite partículas radioativas, dando origem a grãos 
de prata.

FIGURA 9 Auto-radiografia 
de célula de fumo infectada 
com o vírus do anel-do- 
pimentão e tratada com 
uridina tritiada. A - Célula 
controle. B - Célula tratada 
com actinomicina D para 
bloquear a transcrição de RNA 
celular, m - mitocôndria; 
c - cloroplasto; v - vírus; 
pc - parede celular,- p - 
peroxissomo; nu - nucléolo 
(arquivo do Laboratório de 
Microscopia Eletrônica do 
CENA/USP).
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Dentre outras possibilidades, a auto-radiografia permite a identifica
ção química de estruturas celulares, o estudo dinâmico dos componen
tes do ser vivo, a determinação dos sítios de síntese de produtos celu
lares e o acompanhamento do deslocamento até as regiões de armaze
namento e utilização.

Citoquímica
As técnicas citoquímicas permitem a localização de substâncias celu

lares específicas. Podem ser utilizadas em associação com praticamente 
todas as demais técnicas de microscopia eletrônica de transmissão e 
varredura, sendo mais comum a associação com o microscópio de trans
missão.

As técnicas citoquímicas baseiam-se na afinidade diferencial de subs
tâncias celulares por reagentes, que direta ou indiretamente permitirão 
a detecção in situ no microscópio eletrônico. Um dos pré-requisitos 
para a realização de estudos citoquímicos é a preservação da afinidade 
entre a substância celular e o reagente que permitirá sua detecção, sen
do necessários, na maioria das vezes, ajustes nas metodologias de pre
paro, principalmente na fixação e escolha da resina.

Por meio das técnicas citoquímicas é possível determinar a localiza
ção in situ de praticamente todas as classes de componentes químicos 
das células, tais como lipídeos, carboidratos, ácidos nucléicos, íons e 
proteínas. Diversos métodos foram desenvolvidos para a realização de 
estudos citoquímicos ao microscópio eletrônico. Alguns exemplos são 
descritos a seguir.

As lecitinas apresentam certa especificidade por mono ou dissaca- 
rídeos. Tal característica permite a localização desses açúcares através 
do tratamento do espécime com lecitinas marcadas, mais freqüentemente, 
com ouro coloidal. O tratamento pode ser realizado antes ou após a 
fixação em aldeído ou após a realização dos cortes (Souza, 1989)

O RNA pode ser distinguido do DNA corando os cortes em acetato 
de uranila 0,5%, tratando-os, a seguir, com EDTA 0,2 M e pós-corando 
com citrato de chumbo. O acetato de uranila ligado à desoxirribonu- 
cleoproteína é removido pelo EDTA, enquanto a ribonucleoproteína 
não é afetada (Bernhard, 1969). O mesmo efeito é conseguido oelo 
tratamento com sulfito de sódio 14% (Fig. 10), segundo a técnica descrita 
por Edger & Bienz, 1975.
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O uso de oxalato de amônio, após a fixação do espécime em aldeído, 
permite localizar íons cálcio. O oxalato reagirá com o cálcio, formando 
oxalato de cálcio, produto insolúvel. O acetato de uranila pode dissol
ver os cristais do oxalato de cálcio, e por isso não deve ser utilizado 
(Benchimol, 1989).

Proteínas básicas podem ser detectadas através do tratamento com 
ácido fosfotungüístico após a desidratação em etanol. Os cortes não 
devem ser corados.

Devido à grande utilização, os princípios da imunocitoquímica estão 
descritos no próximo item.

Imunocitoquímica
A localização de macromoléculas antigênicas pode ser realizada in 

situ pela utilização de anticorpos (imunoglobulinas G), marcados com 
substâncias que permitirão visualizá-los sobre os cortes, como ouro 
coloidal, ferritina e enzimas.

FIGURA 10. Células de fumo 
infectadas pelo vírus do mosaico- 
dourado do tomateiro. A - célula 
corada, segundo procedimento 
normal; B - célula tratada com 
sulfito de sódio 14%. n - núcleo,- 
nu - nucléolo (arquivo do 
Laboratório de Microscopia 
Eletrônica do CENA/USP).
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Pequenas esferas de ouro coloidal são os marcadores mais freqüentes 
íos trabalhos de imunocitoquímica. A conjugação das partículas de ouro 
aode ser realizada por diferentes métodos, que definirão o diâmetro da 
ísfera. Anticorpos já conjugados podem ser adquiridos comercialmente.

Dois métodos podem ser utilizados para a localização:
1. método direto: o marcador está ligado diretamente ao anticorpo 

:om afinidade pela macromolécula celular (Fig. 11);
2. método indireto: o marcador está ligado a um anticorpo secundá- 

io com afinidade pelo anticorpo primário ou conjugado à proteína A. 
D anticorpo secundário é produzido especificamente contra a imuno- 
>lobulina do animal no qual o anticorpo primário foi produzido, como 
>or exemplo, anticorpos de cabra específicos contra anticorpos de coe- 
ho (Fig. 12).

Como a obtenção do anticorpo primário é mais difícil que a do se- 
undário, e a conjugação do anticorpo com o marcador pode reduzir a 
ificiência da ligação do anticorpo ao antígeno, o método indireto é 
nais freqüentemente utilizado.

/

i marcador

II Ig secundária (animal B) 
/\

Ig primária (animal A)

antígeno

FIGURA 11 Esquema 
dos métodos de 
imunocitoquímica 
indireta (A) e direta (B).
Anticorpo (imunoglobulina) 
específico reconhece 
antígeno e permite sua 
localização direta, caso 
esteja conjugado ao 
marcador, ou indireta, 
através de um anticorpo 
secundário conjugado 
ao marcador.
Ig- imunoglobulina.

FIGURA 12. Célula vegetal infectada com vírus, 
tratada com antissoro de coelho contra a 
proteína do capsídeo do vírus e com antissoro 
de cabra, marcado com ouro coloidal, contra 
antissoro de coelho. Pequenos círculos pretos 
são partículas de ouro conjugadas a anticorpos, 
com distribuição ampla pelo citoplasma. c - 
cloroplasto; m - mitocôndria,- a - grãos de amido; 
v - vacúolo; p - parede celular.
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Microscopia eletrônica de imunoadsorção
A microscopia eletrônica de imunoadsorção é utilizada para detectar 

e identificar vírus e micoplasmas presentes em suspensões. É uma téc
nica simples, rápida e bastante sensível, que utiliza pouca quantidade 
de antissoro e produz resultados confiáveis.

Consiste em tratar uma tela coberta por camada plástica, preferencial
mente reforçada por uma camada de carvão, com antissoro específico 
para o organismo por alguns instantes, lavar, colocar a tela sobre uma 
suspensão que contenha o organismo (por minutos a algumas horas), 
lavar novamente e contrastar a tela com acetato de uranila, ácido fosfotun- 
guístico ou outro corante, conforme descrito para a contrastação negati
va.

Os anticorpos aderidos à cobertura plástica da tela adsorvem especifi
camente o organismo com afinidade serológica, permitindo detectar e 
identificar o organismo presente na suspensão (Fig. 13).

FIGURA 13. Esquema de microscopia eletrônica de imunoadsorção e decoração.
A - Microscopia de imunoadsorção sem decoração. B - Microscopia de imunoadsorção 
com decoração.
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Decoração
Consiste em tratar um organismo, geralmente vírus, com um antissoro 

específico, de modo que ele fique recoberto por uma camada de anti
corpos.

A decoração pode ser realizada em associação à contrastação nega- 
:iva ou à microscopia eletrônica de imunoadsorção (Fig. 14), com trata
mento do organismo com o antissoro antes da coloração. O organismo 
decorado aparece como que envolto por um névoa.

A decoração permite identificar o organismo e também é utilizada 
em estudos quantitativos, na titulação de antissoros e na determinação 
de relações serológicas entre diferentes isolados.

Pode-se associar partículas de ouro coloidal à técnica de decoração, 
possibilitando trabalhos com organismos mais complexos que os vírus 
de modo semelhante à imunocitoquímica; a esfera de ouro pode estar 
diretamente ligada ao anticorpo primário, secundário ou à proteína A.

JTILIZAÇÃO DA MICROSCOPIA ELETRÔNICA
IA ECOLOGIA MICROBIANA

Embora a dinâmica de qualquer processo envolva grande gama de 
atores, neste capítulo, para fins didáticos, as interrelações estão dividi- 
las em três classes, de acordo com o principal parceiro do microrganis- 
no.

nterações entre Microrganismos e o Ambiente
A variação das condições físicas e químicas do meio em que está 

nserido o microrganismo pode ocasionar mudanças em sua morfologia 
■ ultraestmtura. As mudanças se referem ao tamanho das células (Mary 

1994) ou sua à forma (Wartmann etal., 1995; Mittag, 1994), resul- 
ando, em alguns casos, em um completo dimorfismo. As alterações 
>odem ocorrer nas organelas (Fuhrmann etal., 1993), na cápsula exter- 
la (Rojas et al., 1995; Jacques et al., 1994), nas membranas (Bolanos et 
il., 1994) e na parede celular (Serraj et al., 1995). O aumento ou dimi- 
luição de substâncias de reserva, de enzimas (Turnau & Dexheimer, 
995; Daniel et al., 1994) e de outros componentes químicos (Nicole et 
(/., 1995) são outras alterações frequentes (Fig.15).
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FIGURA 14 Microscopia eletrônica de imunoadsorção mostrando partículas grandes e 
pequenas do vírus do anel-do-pimentão, coradas com acetato de uranila (arquivo do 
Laboratório de Microscopia Eletrônica do CENA/USP).

FIGURA 15. Células não coradas da cianobactéria Nostoc spp., crescida em meio 
contendo nitrato de prata. Precipitados de prata aderidos à superfície podem ser 
visualizados (seta). Gentileza de Marli de Fátima Fiore, CENA/USP.
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Microrganismos adaptados a ambientes específicos como diferentes 
profundidades marítimas (Ekendahl et al., 1994), solos da Antártica 
(Davey & Clarke, 1991), resíduos industriais (Zellner etal., 1994; Petrovic 
et al., 1989) e solventes orgânicos (Lalitha & Krishnan, 1991) têm sido 
caracterizados. Também têm sido caracterizados os microrganismos e 
sua ação em processos que alteram o ambiente, tais como modificação 
da estrutura dos solos (Degens et al, 1994; Belnap & Gardner, 1993), 
degradação de substâncias tóxicas (Ramos et al., 1995, Lopez-Llorca et 
al., 1993), decomposição de matéria orgânica (Barrasa etal., 1995; Green 
et al., 1992), fixação de nitrogênio atmosférico (De Boer et al., 1991) e 
oxidação de metais (Coutinho et al., 1994).

Sucessões de microrganismos em microambientes também têm sido 
estudadas ao microscópio eletrônico (Marcellino & Benson, 1992).

Interações entre Microrganismos e Organismos Superiores
Estudos das interações entre microrganismos e organismos superio

res têm sido conduzidos ao microscópio eletrônico. O equipamento 
permite localizar (Ravoahangimalala et al., 1993; Fermaud & Menn, 1992), 
identificar (Milne etal., 1995) e caracterizar (Mirza etal., 1994; Vasse et 
al., 1990) o microrganismo dentro do organismo superior ou aderido 
externamente. O modo de penetração ou adesão (Mateos et al., 1995; 
Ammar et al., 1994), a colonização do hospedeiro (Hurek et al., 1994; 
Gantar etal., 1991) e as alterações mutuamente induzidas (Andreeva et 
al., 1995; Mims, 1991) são outros aspectos caracterizados.

O microscópio eletrônico tem também auxiliado na definição da in
teração predominante (Nehili etal., 1994; Costa etal., 1993) e no enten
dimento das fases do processo (Hassan & Charnley, 1989). Estudos 
rítoquímicos têm auxiliado na elucidação dos aspectos bioquímicos e 
fisiológicos das interações (Grandmaison & Ibrahim, 1995; Goettel et 
a/., 1989).

O parasitismo de microrganismos em plantas, animais e insetos, a 
digestão microbiana de alimentos em ruminantes, a associação entre 
msetos vetores e microrganismos, a fixação biológica de nitrogênio at
mosférico em vegetais pelas bactérias Rhizobium e Bradyrhizobium 
,Fig. 16) e a relação vegetais-micorrizas estão entre os processos com 
grande volume de informações gerado com o auxílio do microscópio 
eletrônico.



MICROSCOPIA ELETRÔNICA APLICADA AOS ESTUDOS DE ECOLOGIA MICROBIANA 299

FIGURA 16. Nódulos 
de feijoeiro inoculado 
com Rhizobium 
phaseoli. A - Nódulo 
em solo com fósforo. 
Notam-se bacterióídes 
com grande 
quantidade de 
glóbulos de ácido 
polibeta hidroxi- 
butírico (substância de 
reserva). B - Nódulo 
em solo sem fósforo, 
b - bacteróide; 
p - parede celular; 
g - grânulos de reserva 
(arquivo do Laboratório 
de Microscopia 
Eletrônica do CENA/ 
USP).

A penetração do fungo Metarhizium anisopliae (Fig. 17) na cutícula 
dos insetos tem sido bem estudada ao microscópio eletrônico e será 
descrita sucintamente. Após a adesão à superfície do inseto, os conídios 
de M. anisopliae germinam e formam estruturas de penetração, apres- 
sórios, que rompem a epicutícula com o auxílio de enzimas proteolíticas 
(Hajek & St. Leger, 1994). A topografia e a textura da superfície têm 
efeito na formação do apressório (St. Leger et al., 1991).

Ao romper a epicutícula, o progresso da penetração pode ser mais 
ou menos direto, através de uma hifa penetrante ou pela formação de 
expansões laterais dentro da procutícula. Essas estruturas laterais po
dem causar fraturas que favorecem a penetração do fungo e facilitam a 
dispersão de enzimas degradadoras da cutícula (Goettel et al., 1989).

As enzimas proteolíticas estão presentes em baixo nível no esporo 
dormente do fungo e sua concentração aumenta após a diferenciação 
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io apressório, continuando em altos níveis. A enzima é secretada do 
citoplasma em pacotes (Goettel et al., 1989).

A degradação da procutícula é realizada por meio de processos me
cânicos e enzimáticos. A ação mecânica pode ser identificada pela alte- 
ação da estrutura física das lamelas e, indiretamente, pelo grande au- 
nento da penetração do fungo em insetos com a cutícula tratada com 
Dimilin (Hassam & Charnley, 1989), um inibidor da produção de quitina.

ÍGURA17. Ciclo de desenvolvimento de Metarhizium anisopliae em Heterotermes 
tnuis. A - germinação,- B - penetração; C e D - conidiogênese. e - esporos, h - hifas. 
íentileza de Rogério Biaggioni Lopes, Departamento de Entomologia, ESALQ.
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Interações entre Microrganismos
O estudo ao microscópio eletrônico das interrelações entre microrga

nismos de mesma espécie ou de espécies diferentes, à semelhança dos 
sub-itens anteriores, permite detectar (Hennes & Simon, 1995; Schussler 
et al., 1994) e identificar (Rothemund et al., 1994; Luck et al., 1990) os 
microrganismos envolvidos, e caracterizar as etapas de suas interações 
(Dijksterhuis etal., 1994; Fukui etal., 1994). Alterações morfológicas (Smith 
etal., 1994; Wolf etal., 1993) e citológicas, a nível de membranas (Kempf 
etal., 1994; Boland etal., 1993), citoplasma (Gulya etal., 1992; Gijzen et 
al., 1991) e parede celular (Nierzwicki-Bauer & Aulfinger, 1991; Farquhar 
& Peterson, 1990), induzidas durante a interação, podem ser caracteriza
das. É possível ainda elucidar aspectos fisiológicos e bioquímicos, atra
vés da localização in situ de íons (Coutinho etal., 1994), enzimas (Lindblad 
etal., 1991) e outras moléculas envolvidas (Macleod etal., 1995; Benhamou 
& Chet, 1993). Esses estudos são empregados em praticamente todas as 
formas de interação entre microrganismos (Fig. 18).

FIGURA 18. Elétron-micrografias de varredura de nematóides capturados por fungos 
nematófagos (A e B) ou com esporângios da bactéria Pasteuria penetrans aderidos à 
região mediana do corpo de fêmea de Pratylenchus coffea (C). n - nematóide, f - fungo 
nematófago, seta - esporângio de P. penetrans. Gentileza de Jaime Maia dos Santos, 
FCAV/UNESP.
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Alguns processos têm sido estudados com maior freqüência ao micros
cópio eletrônico, como o hiperparasitismo de fungos em fungos fiopa- 
togênicos do solo (Benhamou & Chet, 1993; Micheref etal., 1993; Chérif 
& Benhamou, 1990). O hiperparasitismo de Trichoderma em fungos 
fitopatogênicos será utilizado como modelo de utilização do microscó
pio eletrônico no estudo das interações entre microrganismos.

Observadas ao microscópio eletrônico de varredura (Fig. 19), ashifas 
de Trichoderma são mais finas do que as do hospedeiro, nas qucis se 
fixam através de ganchos, apressórios e, mais comumente, enro'ando- 
se em espiral. No estágio inicial da infecção, ocorre contato entre as 
hifas, mas o hospedeiro não aparenta nenhuma alteração morfolcgica. 
No período intermediário, o hospedeiro apresenta gradativo enruga- 
mento da superfície das células e perda de turgor, que, ocasiondnen- 
te, podem ser acompanhados de quebra da parede celular e desinte
gração da hifa hospedeira. A remoção do Trichoderma permite visuilizar 
a digestão parcial do hospedeiro ao longo da zona de contato entre as 
hifas (Elad et al., 1983).

A ultraestrutura, observada ao microscópio eletrônico de transmis
são, mostrou que as alterações se iniciam com uma pequena retnçào 
da membrana plasmática e redução na eletrodensidade das camadas 
mais externas da parede celular.

:IGURA 19. Micrografia obtida ao microscópio eletrônico de varredura, mostrandoo 
liperparasitismo de Trichoderma harzianum (T) em Rhizoctonia solani(R). Notar digestão 
marcial da hifa de R. solani nos pontos de contato com o parasita (seta). Gentileza efe 
tamar Soares de Melo, EMBRAPA Meio Ambiente.
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Com o passar cio tempo, as alterações evoluem. Ocorre grande retração 
da membrana, com freqüente ruptura, as organelas desaparecem, a pa
rede celular vai se tornando mais fina até se parecer com uma fita. No 
final do processo, grande número de células do hospedeiro se desinte
gram completamente e só podem ser identificadas pela visualização de 
déhris (Benhamou & Chet, 1993; Chérif & Benhamou, 1990).

A ação de quitinases foi verificada indiretamente, através da detecção 
in situ de resíduos de N-acetilglucosamina (Benhamou & Chet, 1993; 
Chérif & Benhamou, 1990). A alteração das macromoléculas de quitina 
do micélio do hospedeiro se inicia logo após o contato com o antago
nista, restrita à camada mais externa da parede celular na região de 
contato. Posteriormente ocorre generalização da ação da enzima, indi
cando aumento da secreção de quitinases pelo Trichoderma.

Evidências indiretas indicam que o estabelecimento e a manutenção 
do contato entre Rhizoctonia solani e Tricboderma são mediados por 
uma fina matriz polissacarídea externa do hospedeiro. A quantidade 
significativa de galactose, presente na matriz, sugere a presença de recep
tores galactose específicos na superfície das células de Tricboderma, 
possivelmente uma lecitina (Benhamou & Chet, 1993).
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INTRODUÇÃO

Um grande número de plantas dicotiledôneas, incluindo diferentes 
Famílias, estabelece associações simbióticas específicas com bactérias 
fixadoras de nitrogênio atmosférico (N2). As associações melhor com
preendidas incluem aquelas entre plantas da tribo Fabaceae e bactérias 
Gram-negativas da família Rhizobiaceae.

Tais bactérias, dos gêneros Rhizobium, Bradyrbizobium e Azorhi- 
zobium (aqui referidas como Rhizobium ou rizóbios), são capazes de 
induzir a formação de estruturas típicas (nódulos) em raízes e caules de 
plantas da Família Leguminosae. Para estabelecer essa simbiose, são 
produzidos sinais anteriores à interação entre a planta e o rizóbio, provo
cando respostas discretas pelos dois simbiontes. Citam-se mais de 40 
genes bacterianos (nod) envolvidos em nodulação nas diferentes espé
cies de rizóbios, cuja transcrição é ativada por sinais específicos da 
planta (flavonóides). Em retorno, transcritos dos genes nod, envolvidos 
na síntese de lipooligossacarídeos, induzem especificamente a organo- 
gênese dos nódulos em plantas.

A simbiose RhizobiumAegominosa. é, portanto, um atrativo sistema 
para entendimento da base molecular da especificidade hospedeira. 
Em biologia desenvolvimental, a formação do nódulo radicular oferece 
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também uma alternativa para a compreensão de paradigmas como 
florescimento, embriogênese e/ou formação do meristema vegetítivo, 
bem como interações célula-célula e de diferentes vias de transcrição 
de sinais no desencadeamento morfogênico.

Este capítulo trata mais detalhadamente da base molecular gerética 
e biológica do reconhecimento, infecção e nodulação por Rhizobium e 
Bradyrhizobium em leguminosas, como auxiliares no melhor entendi
mento dessa interação.

GENES BACTERIANOS DA NODULAÇÃO (NOD)

Análises genéticas de rizóbios possibilitaram a identificação de um 
conjunto de genes essenciais associados à nodulação, envolvidos com 
infecção, formação do nódulo e controle da especificidade hospedeira. 
Tais genes podem ser divididos em duas classes, a primeira incluindo 
aqueles envolvidos na formação de componentes da superfície celular 
da bactéria, como os genes determinantes da síntese de exopolissacarídeos 
(genes Ips), polissacarídeos capsulares ou antígenos K e [3-1,2-glucans 
(genes ndv) (Breedveld & Miller, 1994; Reuhs et al., 1993; Becker et al., 
1993; Leigh & Coplin, 1992). Assim, é possível que os genes exo e Ips 
estejam envolvidos na determinação da especificidade hospedeira, po
rém, não há evidência genética de que os constituintes de superfície da 
célula rizobiana sejam os principais determinantes dessa relação.

A segunda classe consiste de genes da nodulação (nod ou nol), alguns 
dos quais denominados nod comuns, por restituírem, quando transferi
dos, funções de nodulação entre diferentes espécies e biovares de rizóbios. 
Por outro lado, outros genes nod estão envolvidos na nodulação de um 
particular hospedeiro e por isso são chamados de genes da especificidade 
hospedeira (genes hsn) (Kondorosi et al., 1984). Os genes hsn não são 
funcionalmente conservados entre as várias espécies de rizóbios.

Na maioria das espécies de Rhizobium estudadas, os genes nod es
tão localizados em grandes plasmídeos simbióticos (pSym), que carre
gam os genes da fixação de N2, nif e fix. Em Rhizobium loti, Bradyrhi
zobium spp. e Azorhizobium spp., os genes relacionados à simbiose 
estão localizados no cromossomo. Em geral, os genes nod são induzi
dos na presença da planta hospedeira, através de flavonóides secretados 
pela mesma, requerendo ainda participação de uma proteína ativadora 
transcricional, expressa pelo gene regulatório nod D.
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O desenvolvimento do nódulo é, portanto, produto de uma troca de 
sinais entre os dois parceiros simbióticos, codificados pelos genes nod. 
Possíveis eventos de sinalização entre os rizóbios e seus hospedeiros 
estão sumarizados na Fig. 1.

FIGURA 1. Possíveis eventos de sinaiização entre rizóbios e planta. O sinal inicial da 
planta induz a expressão dos genes nod na bactéria, conjuntamente com a proteína 
ativadora Nod D, produzida constitutivamente. Tais moléculas são produtos do 
metabolismo fenilpropanoídico (flavonas e isoflavonas) vegetal. No rizóbio, os genes 
nodativados produzem sinais identificados como lipooligossacarídeos, os quais 
provocam enrolamento do pêlo radicular e divisões das células meristemáticas. O 
nódulo é, então, desenvolvido e estabelecida a fixação de N (adaptado de Kondorosi 
et dl., 1993).
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GENES NOD ESTRUTURAIS

Genes nod Comuns
Os genes nod comuns (nod ABC) são assim denominados por terem 

sido encontrados em todos os isolados de Rhizobuim, Bradyrbizobium 
e Azorbizobium até então estudados. Tais genes são estruturalmente 
conservados e funcionalmente transferíveis entre as espécies dos gêne
ros acima referidos, sem alteração do reconhecimento do hospedeiro 
original (Long, 1992; Kondorosi etal., 1991). Para a maioria das espécies 
de Rhizobium, os genes nod ABC são parte de um único operon (Fig. 
2). A inativação de um desses genes elimina a capacidade da bactéria 
induzir reações simbióticas na planta, incluindo enrolamento do pêlo 
radicular, formação do cordão de infecção, divisões celulares corticais 
(mitogênese) e formação do nódulo, independentemente do hospedei
ro, da forma de infecção e do tipo e local de desenvolvimento do nódu
lo (Dénarié et al., 1992; Hirsch, 1992).

Os genes nod IJ são, algumas vezes, incluídos como nod comuns 
por terem sido detectados em R. leguminosarum bv. viceae e bv. trifolii, 
B. japonicum, R. etli e A. caulinodans, e provavelmente em R. meliloti 
(Vasquez et al., 1993, Jacobs et al., 1985). Mutações em nod IJ nem 
sempre resultaram em efeitos detectáveis na nodulaçào das espécies 
citadas. Vasquez et al. (1993) propuseram que as proteínas expressas 
pelos genes nod I e nod] pertenceríam a um sistema de transporte de 
pequenas moléculas, através da membrana bacteriana interna.

Aos genes comuns nod ABC é atribuída a síntese do esqueleto da 
molécula, Fator Nod constituído de oligossacarídeos de N-acetilglu-cosa- 
minas (Fig. 3). As proteínas Nod A, Nod B e Nod C, expressas pelo refe
rido operon, constituem provavelmente as enzimas oligoquitina GLcN N- 
aciltransferase, oligoquitina GLcNAc de N-acetilase e UDP-GLcNAc trans- 
ferase, respectivamente Qohn etal., 1994; Geremia etal., 1994). A proteí
na Nod C, por exemplo, cuja seqüência de DNA é homóloga a regiões de 
várias quitina sintetases e celulose sintetases (Atkinson & Long, 1992; 
Debellé etal., 1992), está envolvida na ligação de unidades de glucosamina 
para formar o esqueleto oligossacarídico. A hipótese de polimerização 
de N-acetil-glucosaminas é sustentada pelo fato da proteína Nod M apre
sentar seqüência homóloga à da glucosamina sintetase, expressa pelo 
gene gin e, portanto, envolvido na síntese de glucosaminas (Baev et al., 
1992), um óbvio precursor da estrutura básica do Fator Nod.
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1 Kb

FIGURA 2. Organização genética dos genes noc/em: A - R. leguminosarum bv. viceae-, 
B - R. meliloti; C - Bradyrhizobium japonicum; D - Azorhizobium caulinodans. Os genes 
são apresentados como setas apontadas na direção da transcrição. Os genes 
nod comuns estão representados por setas pretas, os genes nod específicos por setas 
hachuradas e os genes nod D, por setas brancas. Os genes nol e outros loci nod não 
conhecidos estão indicados por setas pontilhadas. Os triângulos pretos mostram a 
posição das caixas nod(adaptado de van Rhijn & Vanderleyden, 1995 e Geelen etal., 1993 
para A. caulinodans).

FIGURA 3. Estrutura generalizada do Fator Nod. O oligômero de quitina e a porção 
acil (Q) estão presentes em todos os metabólitos Nod. O número (n) de 
N-acetilglucosaminas pode variar. Q varia em comprimento e no número de ligações 
insaturadas. Diferentes substituições no esqueleto de açúcar (R, a R5) podem ocorrer em 
função da espécie ou linhagem de Rhizobium. As possíveis funções dos produtos dos 
genes nod na síntese do Fator Nod são indicadas pelas setas.
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No concernente à acilação do esqueleto de quitina, John et al. (1993) 
mostraram que, em R. meliloti, a proteína Nod B deacetila o resíduc não- 
redutor da molécula, permitindo N-acilação, etapa final da formaçio da 
referida estrutura básica, por ação do nod A (Atkinson et al., 19S4). É 
razoável assumir que, antes da ligação da correta cadeia acil-grara ao 
final não-redutor da quitina, o grupo amino-N-acetil deve ser deacetlado.

A proteína Nod I apresenta seqüência homóloga a uma famíia de 
ATPases de transporte possivelmente envolvidas na secreção de lipo- 
oligossacarídeos, como foi também demonstrado para o “gene" J. Os 
genes nod M e nod N do operon descrito são requeridos, ainda, para a 
otimização da nodulação em alfafa (Baev et al., 1992).

Genes nod Específicos
O reconhecimento dos parceiros simbióticos é um dos primeiros pas

sos para a iniciação da associação 7?Z?z'zoA>z«m-leguminosa. Os genes 
nod associados à especificidade hospedeira (bsn) são aqueles loci reces- 
sários para nodulação de uma planta em particular, nos diferentes gê
neros de leguminosas. Tais genes não são funcional ou estruturalnente 
conservados entre as espécies de rizóbios e, portanto, suas mutições 
não podem ser totalmente complementadas por genes corresponden
tes de outros rizóbios. Em R. meliloti, mutantes nod H infectam e no- 
dulam ervilhaca mas falham em nodular alfafa, seu hospedeiro original. 
Mutantes nod G, por outro lado, nodulam ambos, alfafa e ervilhaca 
(Faucher etal., 1989). Em R. leguminosarum bv. viceaee bv. trifdii, os 
produtos de nod EF são os principais fatores de distinção da especi
ficidade de nodulação; mutações nos referidos genes podem proporcio
nar capacidade de infecção em hospedeiros diversos em detrimento 
dos originais (Spaink et al., 1989).

Similarmente, têm sido identificados diversos outros loci envolvidos 
com especificidade de nodulação, incluindo nod SU, nod VW, r.od Z, 
nol A, nol B, nol C, entre outros (Stacey et al., 1994; Krishmann & 
Pueppke, 1992; Gôttefert et al., 1990). Mutações em genes da bactéria 
envolvidos com reconhecimento da planta hospedeira resultam em alte
ração ou extensão de sua amplitude a nível de cultivares, sendo que 
tais genes são controlados de forma positiva ou negativa (van Rhijn & 
Vanderleyden, 1995).

A conversão do fator Nod comum para específico é promovida pela 
adição de vários substituintes na cadeia básica por ação de diversos 
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genes. Tais modificações ocorrem no resíduo terminal não-redutor 
GLcNAc, incluindo acetilação, carbamilação, N-metilação, N-acilação 
ou adição de grupos sulfato, principalmente (John etal., 1994). Os princi
pais genes envolvidos na determinação da especificidade de nodulação 
incluem os genes nod G, nod H, nod E e nod L (Ardourel et al., 1994, 
Schultze et al., 1992). O gene nod O teria uma função complementar, 
no que diz respeito ao crescimento do cordão de infecção, através do 
fluxo específico de íons na membrana (Sutton et al., 1994).

GENES NOD REGULATÓRIOS

Genes nod D
A expressão dos genes nod estruturais dos rizóbios requer as presenças 

de um sinal da planta, geralmente flavonóides, e de uma proteína regu- 
latória codificada pelo gene nodV). A proteína Nod D, constitutivamente 
expressa, liga-se a uma seqüência de DNA conservada à direita do operon 
nod induzível, denominada caixa nod. Na presença do sinal da planta 
(luteolina flavona, por exemplo), a proteína Nod D atua como um ati- 
vador transcricional. O sistema de regulação, através do gene nod D, 
está presente em todas as linhagens de Rhizobium, Bradyrbizobium e 
Azorhizobium analisadas até o momento, o que leva a considerá-lo 
como um gene nod comum. Entretanto, o número de cópias do referi
do gene presente nas células pode variar entre as espécies (van Rhijn et 
al., 1993).

Os diferentes genes nod D são conservados ao nível nucleotídico e 
as proteínas expressas classificadas como membros da família de ativa- 
dores transcricionais, contendo resíduos de lisina (LysR). Tais proteínas 
requerem uma substância indutora para ativação e possuem uma su
posta dobra da hélice na região amino, característica de DNA ligante 
(van Rhijn & Vanderleyden, 1995). A proteína Nod D provavelmente 
liga-se à região promotora da caixa nod na presença ou ausência de um 
indutor. Tal caixa nod foi originalmente definida em R. meliloti como 
uma seqüência de 47 pb, necessária para a indução do gene nod, cujo 
grau de conservação é menor em espécies geneticamente mais distan
tes como A. caulinodans. A presença de seqüências repetidas e inverti
das em todas as caixas nod estudadas favorece a hipótese, algumas 
vezes questionada (Fisher & Long, 1993), de que a proteína Nod D liga- 
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se a esta na condição de multímero (Goethals et al., 1992). A especi
ficidade por flavonóides das diferentes proteínas Nod D ocorre ao nível 
da seqüência de aminoácidos, dependendo, assim, da estrutura terciária 
da proteína (Mclver et al., 1989). O sítio de interação entre Nod D e 
flavonóide possivelmente ocorre na membrana interna da célula bac- 
teriana.

A ativação do gene nod para síntese de proteínas Nod D requer.com 
algumas exceções, a presença de compostos flavonóides ou dericados 
do metabolismo fenilpropanoídico existentes em exudatos da planta. 
Tal metabolismo é também conhecido por fornecer moléculas emclvi- 
das na defesa da planta. Os flavonóides são liberados como aglkcnas 
ou glicosídicos conjugados (Van Rhijn & Vanderleyden, 1995). A aitu- 
reza e quantidade de compostos exsudados dependem da planta e de 
seu estágio de desenvolvimento, sendo que, para algumas leguminosas, 
o espectro de flavonóides presentes em exudatos de sementes é dife
rente daquele presente em exudatos de raízes. Evidências genéticas 
mostram que diferentes proteínas Nod D apresentaram diferentes e?pe- 
cificidades indutivas e, em conseqüência, influenciam a amplitude hos
pedeira de nodulação (Mclver et al., 1989; Spaink et al., 1987)

Regulação pelo nod D
O número de genes nod D varia entre as espécies de rizóbios. Foi 

identificado um único gene em biovares de R. leguminosarum e em 
espécies de Azorhizobium e acima de cinco cópias em R. tropici, entre 
outras variações. Conseqüentemente, a inativação de um único gene 
nod D pode conferir fenótipo Nod‘, dependendo da espécie ou do bicvar. 
A significado dessas reiterações do nod D, em termos de controle de 
especificidade, não é clara, uma vez que não há correlação entre o 
número de cópias e a extensão da amplitude hospedeira, sugerindo 
que a proteína Nod D possa desempenhar outras funções, além da 
indução de tais genes. Os vários genes nod D também diferem em suas 
formas de regulação: em R. leguminosarum bv. trifolii e bv. viceat, o 
único gene nod D pode regular negativamente sua própria transcrção 
(Spaink et al., 1987); em B. japonicum, R. leguminosarum bv. pbasíoli 
e R.fredii, o gene nod Dl é precedido pela seqüência da caixa iod. 
Para as duas primeiras espécies, o nível de transcrição de nod Dl é 
aumentado na presença da proteína expressa e por certos flavonóides, 
independentemente de outros genes nod (Davis & Johnston, lc90;

requer.com
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Appelbaum et al., 1988). Em R. meliloti, a expressão de nod D3 se 
processa de forma interativa e complexa.

Outro papel da proteína Nod D possivelmente associa-se com a re
gulação dos genes nod como uma função da concentração de nitrogê
nio combinado. Em diversas linhagens de R. meliloti tem sido identificado 
um repressor da expressão do gene nod, Nol R, porém, nenhuma fun
ção foi atribuída a essa proteína na espécie (Cren et al., 1993). Em A. 
caulinodans, pelo menos três outras proteínas, menores que Nod D, 
ligam-se ao DNA da caixa nod, mas sem conhecimento de sua função 
(Goethals et al., 1992).

Os genes nod induzíveis apresentam reduzida transcrição no estágio 
do bacteróide. Assim, suas expressões diminuem consideravelmente 
depois da liberação da bactéria, através do cordão de infecção, prova
velmente devido a uma proteína repressora específica do bacteróide 
(Schlaman et al., 1992).

Outros genes nod D regulatórios, tais como nod VW, nol A e nol C, 
entre outros, foram encontrados em espécies de Rhizobium e Brady
rhizobium (Krishman & Pueppke, 1991; Sadowsky etal., 1991; Gottfert 
etal., 1990). Estes autores verificaram, por análises histológicas da planta, 
que esses genes são expressos continuamente desde a pré-infecção até 
o estágio funcional de nódulo. Os referidos genes provavelmente respon
dem a estímulos químicos extracelulares e, após a transdução, podem 
regular positiva ou negativamente a transcrição de um ou mais genes 
nod.

FATORES NOD

Os rizóbios produzem e secretam fatores solúveis, em resposta aos 
flavonóides indutores excretados pelas plantas. Os genes nod são essen
ciais para este processo. A estrutura química de tais fatores de nodulação, 
também denominados Fatores Nod, tem sido freqüentemente estudada 
(John et al., 1994; Price et al., 1992; Lerouge et al., 1990). Generalizada
mente, esses fatores consistem de um esqueleto oligossacarídico de N- 
acetil-D-glucosaminas unidas por ligações (3-1,4, com uma extensão de 
3 a 5 unidades de açúcar. Um grupo de ácidos graxos estruturalmente 
variado é ligado ao grupo nitrogenado da extremidade não-redutora do 
açúcar aminado. A presença de outras substituições depende da linha
gem ou espécie da bactéria.
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ATIVIDADE BIOLÓGICA DOS FATORES NOD

Os metabólitos Nod são considerados como as principais moléculas 
sinais de nodulação em Rhizobium, e capazes de induzir respostas ini
ciais da simbiose em planta. Tais lipooligossacarídeos atuam provocan
do deformações nos pêlos radiculares (Fig. 4) e indução de divisões 
das células corticais, como etapas iniciais da organogênese do nodulo 
de forma hospedeiro-específica (Relic et al., 1993; Hirsch, 1992). Fato
res Nod isolados induzem enrolamento do pêlo radicular mesmo na 
ausência da bactéria e, apesar de não promoverem formação de verda
deiros cordões de infecção, certos efeitos da presença dos lipooligossaca
rídeos (pré-cordão de infecção) sugerem envolvimento dos mesmos no 
processo de infecção.

A atividade dos Fatores Nod também pode ser determinada pela 
presença de enzimas de plantas envolvidas no metabolismo dos mes
mos. Demonstra-se sua importância na determinação da especificidade 
hospedeira porque os Fatores Nod constituem substratos para quitinases 
de plantas e são inativados por elas em taxa dependente de suas modi
ficações estruturais (Bulawa & Wasco, 1991).

FIGURA 4. Deformações, por ação do Fator Nod, em pêlos absorventes de raiz de 
Centrosema pubescens inoculada com Bradyrhizobium sp. A seta indica ocorrência de 
enrolamento típico do pêlo para captura das células do rizóbio (Valarini & Fellay, 1995).
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GENES ENVOLVIDOS NA FIXAÇÃO DE N, (NIF)

A nitrogenase, complexo enzimático responsável pela fixação de ni
trogênio elementar (N2), é constituída por duas subunidades protéicas: 
uma contendo ferro e molibdênio e outra somente ferro. Tais compo
nentes são apresentados como subunidades I e II, respectivamente, e 
constituem a parte estrutural do referido complexo enzimático. Devido 
à similaridade estrutural e de regulação da bactéria diazotrófica Klebsiella 
pneumoniae, esta tem sido utilizada como sistema modelo para descri
ção dos genes da fixação de N, (nif).

Genes nif referem-se, então, às seqüências genéticas especificamen
te envolvidas no processo da fixação de N,. Inúmeros deles já foram 
descritos, sendo que os produtos dos genes nif K e nifL atuam contro
lando os operons de todos os outros genes m/(Roberts et al., 1978). 
Enquanto os produtos de nif A são ativadores positivos da transcrição 
dos operons nif, o produto do zzz/L está envolvido no controle negati
vo.

As subunidades MoFe-protéicas da nitrogenase são agrupadas aos 
produtos dos genes nifK e zzz/D. Um cofator FeMo requerido para 
ativação da MoFe-proteína está associado aos genes wz/B, V, N e E. A 
subunidade Fe-protéica é expressa pelo gene wz/H (Ugalde etal., 1985).

Em K. pneumoniae e outros diazotróficos de vida livre, a presença 
de NHS induz ação negativa do produto do gene wz/L, inibindo a fun
ção ativadora do nif A. Este constitui-se de um mecanismo útil de con
trole, através do qual tais bactérias poupam energia para fixação de N, 
quando NH5 está em abundância. O controle pelo nitrogênio deve re
gular a ação de diversas enzimas capazes de produzir amônia e outras 
como glutamino sintetase. Três genes (nír) devem estar envolvidos na 
repressão pela amônia: ntrX, ntrd e ntrC (Kennedy, 1989). O produto 
de ntr C, juntamente com o produto de ntr A, constitui um ativador 
geral de todos os operons sob controle do nitrogênio. Juntos, eles ati
vam o promotor do gene da glutamino sintetase (gin A), nif A e nifL. 
Estes dois últimos genes ativam os promotores dos genes nif Na pre
sença de amônia, o produto de ntr B impede a ativação por outros 
genes controlados pelo nitrogênio (McCardel et al., 1993). O controle 
pelo nitrogênio e ação do nifV não deve atuar dessa mesma forma em 
espécies de rizóbios que fixam N, para fornecer ao hospedeiro antes 
que para seu próprio consumo (Ditta, 1989).
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Os genes fix devem também envolver-se na fixação de N, atmosfé
rico, não apresentando, contudo, homologia com os genes de K. pneu- 
moniae. Especula-se que estejam envolvidos no desenvolvimento e/ou 
manutenção da função do bacteróide.

DISCUSSÃO

O estabelecimento da simbiose entre Rhizobium e planta é o resulta
do de uma variedade de comunicações entre os simbiontes por meio 
de sinais bioquímicos. Estudos genéticos e citológicos vêm propondo 
um modelo para a função dos genes nod-. os comuns, nod ABC, deter
minam a produção de precursores dos Fatores Nod, e os nod específi
cos modificam esses metabólitos, transformando-os em sinais extra- 
celulares específicos. Essas modificações constituem, então, a estraté
gia molecular da especificidade, e através delas Rhizobium, Bradyrhizo- 
bium e Azorhizobium reconhecem seus hospedeiros.

Se a base molecular bacteriana da especificidade hospedeira começa 
a ser compreendida, os mecanismos pelos quais a planta reconhece 
esses sinais são desconhecidos. Provavelmente, receptores estão envol
vidos no reconhecimento e amplificação desses sinais em ambas as 
extremidades substituintes da molécula. Contudo, os resultados das pes
quisas sugerem que o reconhecimento pelo Fator Nod é um processo 
complexo de respostas ao nível de membrana nos pêlos radiculares 
com o envolvimento de hormônios endógenos da planta. A biologia 
molecular vegetal vem se constituindo como nova ferramenta para o 
estudo dos genes especificamente expressos no estágio nodular, o que 
auxiliará na melhor compreensão da simbiose Ã^izobmm-leguminosa.
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INTRODUÇÃO

Streptomyces são bactérias do solo, Gram-positivas, aeróbias estritas, 
com um ciclo de vida complexo, alternando a formação de esporos e 
micélio. O ciclo inicia-se com a germinação do esporo, dando origem 
a um micélio, formado por hifas ramificadas que penetram no substrato, 
metabolizando fontes orgânicas pela ação de enzimas extracelulares 
como polissacarídeos (amido, pectina, quitina, celulose), proteínas (que- 
ratina, elastina), lipídeos e compostos aromáticos. A partir deste micélio 
vegetativo (hifas primárias), desenvolve-se o micélio aéreo (hifas aéreas) 
no centro da colônia. As hifas podem apresentar-se multinucleadas ou 
em compartimentos mononucleados, que darão origem a cadeias de 
esporos (Fig. 1). Nesta fase, ativa-se o metabolismo secundário, em que 
são produzidos principalmente antibióticos e pigmentos (Chater. 1993)-
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FIGURA 1. Ciclo biológico de Streptomyces (Chater, 1993).

Streptomyces possuem um alto conteúdo de G+C no genoma, eitre 
68 e 73%, observado também em seus plasmídeos e actinofagos (Glalek 
& Zakrsewska, 1984; Hutter & Eckhardt, 1988). Seu genoma pode vaiar 
de 6.500 a 8.200 kb (Leblond et al., 1990; Kieser et al., 1992), ou seji, é 
cerca de 2 vezes maior que o genoma de Escherichia coli. Foi de.*co- 
berto que o cromossomo de muitas espécies de Streptomyces são no- 
léculas de DNA lineares, com extremos terminais invertidos repetidos e 
proteínas aderidas covalentemente ao extremo terminal 5’ do cronos- 
somo, onde podem atuar como “primers” da replicação ÍLin etal.. 19*3).
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Têm sido detectados plasmídeos naturais, circulares e lineares, com 
tamanhos entre 2 e 500 kb, responsáveis por funções como conjuga
ção, resistência e biossíntese de alguns antibióticos (Kinashi etal, 1987; 
Gravius et al., 1994).

O genêro Streptomyces tem grande importância industrial, pela variada 
produção de metabólitos secundários, respondendo por 70% dos anti
bióticos conhecidos (Tabela 1). A produção de antibióticos está direta
mente relacionada ao ciclo celular, que sofre influência de fatores, como 
variações nutricionais e fatores de regulação (subtâncias de baixo peso 
molecular, que desempenham um papel direto na diferenciação). Entre 
estas moléculas, a mais estudada tem sido o fator A, que é um fator 
auto-regulador ou “hormônio microbiano”, que controla o metabolismo 
secundário e a diferenciação celular em S. griseus. Sua ação é exercida 
pela união a um receptor específico, que regula a diferenciação morfo- 
lógica e fisiológica (Horinouchi & Beppu, 1994). A produção de antibió
ticos é cepa específica e não espécie específica.

Os processos de diferenciação e produção de antibióticos têm sido 
amplamente estudados em 5. coelicolor A3(2) (Kieser & Hopwood, 1991; 
Hodgson, 1991). Informações sobre linhagens industriais, embora muito 
investigadas, permanecem como segredo industrial. Um fenômeno fre- 
qüente no gênero é a instabilidade genética, que pode levar à degenera- 
ção de cepas produtoras. Além disso, características como formação de 
micélio aéreo, esporulação, produção e resistência a antibióticos, bios
síntese de aminoácidos e secreção, podem também ser afetadas. A taxa 
de mutação pode variar de 0,1% a 25% por esporo, sendo esta devida à 
ocorrência de rearranjos no DNA, como amplificações ou deleções no 
genoma que atingem várias centenas de cópias chamadas “unidades de 
amplificação do DNA” (AUD = amplifiable unitsofDNÁ) com dimensões 
de 3 a 100 kb (Cullum et al., 1991; Fishman & Hershberg, 1983). Existem 
dois tipos de AUD: Tipo I - são cópias simples, delimitadas por repeti
ções curtas e amplificações não reproduzíveis; Tipo II - são delimitadas 
por longas repetições diretas, ou encontram-se duplicadas no cromossomo 
e suas amplificações são reproduzíveis (Hutter & Eckhardt, 1988). Essas 
amplificações podem ser acompanhadas de uma alta freqüência de per
das ou deleções cromossômicas. As deleções no cromossomo podem 
atingir até 2.000 kb. Esses fenômenos são induzidos pelo tratamento com 
brometo de etídio, exposição ao UV, choque térmico ou simples espon
taneidade. A instabilidade genética em S. lividans pode seguir este mo-
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TABELA 1. Alguns dos principais antibióticos produzidos por Streptomycetes.

PRODUTOR ANTIBIÓTICO

S. albomger Puromicina
S. ambofaciens Espiramicina
S. aureofaciens Tetraciclina
S. avermitilis Avermictina
S. azureus Tiostrepton
S. clavuligerus Cefamicina C
S. coelicolor Actinorodina
S. fradiae Tilosina
S. galileus Aclacinomicina A
S. glaucesens Tetracenomicina
S. griseus Estreptomicina
S. hygroscopicus Bialafos
S. peuceticus Daunorubicina
S. rimosus Oxitetraciclina
S. thermotolerans Carbomicina
S. venezuelae Cloranfenicol
S. violaceoruber Granacitina
S. viridochromogenes Bialafos

delo: um evento inicial pode desestabilizar um ou ambos os extremos do 
cromossomo linear; essa desestabilizaçào é precedida por deleções pro
gressivas em direção a regiões essenciais do cromossomo. Os efelos 
destruidores das deleções, que chegam a atingir até 25% do genoma, 
podem ser contornados pela célula, seja por uma amplificação, que atua
ria como um tampão contra a deleção, ou pela circularização do cromos
somo que, dessa forma, evitaria que regiões essenciais do cromossomo 
fossem atingidas (Redenbach et al., 1994).

As vias metabólicas afetadas pela instabilidade genética são, em ge
ral, comuns a todos os mutantes, o que significa que regiões específicas 
do cromossomo são alvos preferenciais do fenômeno de instabilidade. 
Foi observado que regiões instáveis encontram-se em ambos os extre
mos terminais do cromossomo em 5. lividans e 5. coelicolor A3(2) (Lin 
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et al., 1993; Kieser et al., 1992; Redenbach et al., 1993)- Alguns caracteres 
são controlados por genes reguladores pleiotrópicos, como o gene afs 
A, que afeta a produção e resistência à estreptomicina, assim como a 
produção de esporos. Várias hipóteses tentam explicar o fenômeno, 
como, por exemplo, a estabilidade do complexo DNA-replisoma pode 
ser atingida pelas condições de crescimento, que afetam o ritmo repli- 
cativo (tratamento com agentes intercalantes, germinação do esporo, 
crescimento após descongelamento), resultando em erros na replicação 
do DNA. Isso pode acontecer em regiões palindrômicas ou em curtas 
seqüências repetidas, freqüentes num genoma com alto G+C (Leblond 
et al., 1990).

SISTEMAS DE MANIPULAÇÃO GENÉTICA
DE STREPTOMYCES

Um número bastante grande de plasmídeos endógenos e fagos está 
presente em muitas linhagems de Streptomyces. Vários plasmídeos de 
alto e baixo número de cópias, assim como plasmídeos de alto e baixo 
peso molecular, têm sido caracterizados. Plasmídeos conjugativos (plas
mídeos sexuais), tais como pIJlOl, pSAl.l, pSAM2 e pSN22, são feno- 
tipicamente detectados pela formação de zonas de inibição de cresci
mento (pocks), quando as linhagens portadoras destes são crescidas em 
meio sólido junto com linhagens livres de plasmídeo. A transferência 
de plasmídeo é associada com a formação do pock.

Micélio ou esporos de 5. azureus ATCC 14921, hospedeiro do plasmí
deo pSAl.l, produz pocks em micélio livre de esporos com uma fre
quência de 100%. Este plasmídeo também inibe a esporulação do micélio 
do hospedeiro. Análise por deleção de plasmídeos derivados de pSAl.l 
indicou que a região inibitória da esporulação está situada num frag
mento Aatl-Smal de 1.5 kb, onde foi localizado o gene da inibição da 
esporulação (spz) (Miyoshi et al., 1986; Doi et al., 1995).

Os primeiros vetores de clonagem construídos combinaram fragmen
tos dos plasmídeos pIJlOl (Kieser et al., 1982), ou SLP1.2 (Bibb et al., 
1981) ou SCP2’ (Bibb et al., 1982) com genes de resistência a antibióti
cos isolados de estreptomicetes produtores de antibióticos (Bibb et al., 
1980; Thompson etal., 1980; 1982a,b). Desta forma, os genes para neomi- 
cina fosfotransferase de S.fradiaetaphP), viomicina fosfotransferase de 
S. vinaceus hph') e a metilase ribossomal 23S rRNA, que determina a 
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resistência a tiostrepton de 5. azureus, foram amplamente utilizados 
com sucesso. Posteriormente, foi incluída uma marca de grande utilda- 
de: o gene da tirosinase (me/), que gera colônias marrons (Katz etal., 
1983). Além dos marcadores de Streptomyces, vários marcadores de E. 
coli têm sido usados como os genes de resistência de Tn5 à neomidna 
laphlp, bleomicina (b/e), gene de resistência de Tnló9ó à gentamidna 
(jaacCT) (Hopwood et al., 1985a; Wohlleben et al., 1989).

Muitos genes de Streptomyces foram clonados no vetor pIJ7O2 (Fig. 
2). Transformantes são selecionados em meio com tiostrepton. O frag
mento clonado inativa o operon mel, tornando brancas as colônias que 
podem ser facilmente identificadas entre as colônias marrons con o 
vetor original. Devido ao fenômeno de restrição presente em Strepto
myces, o DNA de plasmídeos heterólogos apresenta dificuldades para 
ser introduzido e expresso em Streptomyces. Mutantes deficientes em 
restrição de S. fradiae foram obtidos, e além disso, DNA isolado de um 
mutante de E. coli, deficiente à modificação, foi usado para transformar 
com sucesso 5. avermitilis (MacNeil, 1988). Plasmídeos podem inte- 
grar-se em sítios específicos do cromossomo. Vetores de grande utilida
de têm sido desenvolvidos a partir de SLP1 de S. coelicolor A3(2) (B bb 
et al., 1981) e pSAM2 de S. ambofaciens (Pernodet ef al., 1984). A in
tegração acontece via recombinação entre o sítio att P no plasmídeo e 
o sítio att B no cromossomo. Os sítios «/f B estão localizados no gene 
tRNA no caso de SLP1 (Omer & Cohen, 1984) e tRNA , no caso de 
pSAM2 (Mazodier et al., 1990), que funciona também em Mycohacteda 
(Martin et al., 1991). Vetores de integração e mobilizáveis E. coli-Str?p- 
tomyces têm sido construídos a partir de pSAM2 (Kuhstoss et al., 1989; 
Smokvina et al., 1990). S. lividans tem sido usado como hospedeiro, 
tanto para clonagem e expressão de genes homólogos como heterólogos 
de proteínas e de genes de resistência, já que apresenta unia fraca barreira 
de restrição e é um bom secretor (Tabela 2).

Vetores contendo o gene da catecol dioxigenase (xylE), como fragmento 
de expressão (promotor negativo), têm sido usados nos estudos da bios
síntese de actinorodina de S. coelicolor (Bruton et al., 1991). Plasmídeos 
híbridos contendo o replicon de Streptomyces e os extremos coesivos 
'cos-site) dos actinofagos R4 ou fC31, ou a região que inclui a origem do 
empacotamento da capside de FP43 (p«c-site), têm sido construídos (Hahn 

al., 1991). Esses plasmídeos foram empacotados eficientemente in vwo 
em partículas de R4, fC31 ou FP43. Podem ser usados como fagos media-
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FIGURA 2. Mapa de restrição do vetor de Streptomyces plJ702 (Wohlleben et al., 1993).

dores da transduçào de genes (Kobler et al., 1991)- Outros plasmídeos 
multicópia desenvolvidos são os vetores pGM. Estes são derivados do 
plasmídeo sensível à temperatura pSG5 de 5. ghanaensis, após inserção 
de marcadores na região mínima de replicação de 1,6 kb, sendo estáveis 
à temperatura permissiva e ainda sem pressão seletiva (Muth et al., 1989; 
Roth et al., 1991). Os vetores são perdidos rapidamente a temperaturas 
superiores a 34°C, mas se a região de homologia do cromossomo está 
presente, o plasmídeo integra-se via recombinação homóloga. A seleção 
à temperatura não permissiva resulta em bactérias com plasmídeos inte
grados no cromossomo, o que produz disrupção de um gene se o frag
mento não contém iniciação transcricional e sinais de parada de tradu
ção. Mutantes por inserção podem ser usados para reisolar o plasmídeo
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TABELA 2. Clonagem e éxpressão de genes em S. lividans (Gilbert etaL, 1995).

GENES ORIGINADOS EM S. LIVIDANS

PROTEÍNA GENE SUPERPRODUÇÃO

Aminopeptidase pep P 4,2
a-Arabino- 
-furanosidase

arfA 50

Quitinase cht 10
Endoglucanase A cel A 850
P-Galactosidase lac 230
Manase man A 60
Xilanase A x/n A 130
Xilanase B xln B 60

GENES HOMÓLOGOS DE STREPTOMYCES CLONADOS E EXPRESSOS EM S. LIVIDANS

PROTEÍNA GENE ORIGEM SUPERPRODUÇÃO

Agarase dag A S. coelicolor 500
a-Amilase amy S. hygroscopicus 3,4
a-Amilase amy Streptomyces sp. WL6 ND
a-Amilase amy S. griseus 5
Tendamistat ai S. tendae 60
Celulase casA Streptomyces KSM9 19
Quitinase cht S. plicatus ND
Colesterol oxidase cho Streptomyces SA-COO 4
p-lactamase bla S. albus G 10
p-lactamase bla S. cacaoi 30
Firosinase melC S. antibioticus 36

GENES HETERÓLOGOS DE PROCARIOTOS CLONADOS E EXPRESSOS EM STREPTOMYCES

PROTEÍNA GENE ORIGEM PRODUÇÃO

Exoglucanase cex Cellulomonas fimi 0,06 U/ml
a-amilase tam Thermonospora curvata 3,6 U/ml
Zelulase E1 T. fusca 1,92 U/ml
Zelulase cel Bacillus subtil is 5 U/ml
:osfatase alcalina phoA E. coli ND
□alactoquinase galK E. coli ND
:osfotriesterase opd Flavobacterium sp. 0,7 U/ml
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integrado junto com os fragmentos adjacentes. Devido à instabilidade 
apresentada por mutantes, produto da disrupção gênica a temperaturas 
permissivas, torna-se desejável inserir um fragmento de expressão. Após 
recombinação dupla, esses eventos de substituição gênica podem ser 
encontrados em alta freqüência, selecionando-se pelo marcador inserido 
no fragmento de expressão ou pela perda da marca do vetor, que com 
grande freqüência é a resistência a tiostrepton.

Os actinofagos são uma importante ferramenta no estudo da genéti
ca de Streptomyces. Aproveitando algumas de suas características bioló
gicas, como a especificidade para infectar diferentes hospedeiros, tem 
sido possível estudar os mecanismos de prevenção de contaminações 
em processos de fermentação industrial, estudos de sistemas de modi- 
ficação-restrição e construção de vetores para análise e intercâmbio de 
material genético (Schneider et al., 1987; Cullum et al., 1991; Cox & 
Baltz, 1984; Balan, 1994; Hahn etal., 1991). O principal actinofago usa
do como vetor de clonagem tem sido o fC31. Este apresenta algumas 
características similares às do fago X de E. coli, como por exemplo: 
ambos possuem extremos coesivos, possuem sítio att P para integração 
no cromossomo do hospedeiro e um repressor (c) para o controle da 
lisogenia. Derivados por deleção têm sido amplamente usados para 
clonagem de DNA até 9kb (Lomovskaya et al., 1980; Chater, 1986). 
Fagos que carecem do sítio att-P podem ser empregados para experimen
tos de clonagem mutacional.

Sistemas de mutagênese utilizando transposons têm-se mostrado muito 
úteis em diversas bactérias. Devido à dificuldade para caracterizar as 
enzimas e os genes de biossíntese de antibióticos que estão agrupados 
em “clusters”, os transposons são uma útil ferramenta de trabalho. Vá
rios sistemas têm sido desenvolvidos, baseados em diversos transposons, 
como o Tn5096, que é um derivado de IS493 de S. lividans e contém 
o gene de resistência à apramicina. Tn4560é um derivado de Tn4555, 
pertence à classe tipo II e contém o gene de resistência à viomicina 
(Chung, 1987). Já que esses transposons têm mostrado transposição em 
diferentes posições no genoma, eles são usados para a clássica mutagê
nese por transposição (Hahn etal., 199D- Transposons “promoter-probe” 
foram descritos, os quais contêm num extremo um “cassete repórter” 
sem promotor, o qual é capaz de criar fusões gênicas. Tn5099, trans
portando o gene xylE e TN5331 e TN5353, com o gene da luciferase 
(lux) de Vihrio harveyi, são usados para monitorar regulação transcrip-
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:ional em Streptomyces. Estabilidade dos produtos de transposição lem 
>ido atingida pela construção de Tn5424, que contém uma cópia do 
S466 e não apresenta rearranjos estruturais durante a integração no 
:romossomo do hospedeiro (Irnich & Cullum, 1994).

MÉTODOS PARA TRANSFORMAÇÃO DE STREPTOMYCES

A clássica técnica de transformação de protoplastos é mediada pela 
ição do polietileno glicol PEG. Transformação de protoplastos de S. 
ividans e outros Streptomyces pode ser obtida com uma freqüênciade 
IO5 transformantes/10 ng DNA plasmidial utilizado (Hopwood et zl., 
1985a). Transformação de 5. rimosus Ró por eletroporação melhoroí a 
eficiência para 105-106transformantes/ng DNA plasmidial, além dedi- 
ninuir o tempo de manipulação do material (Pigac & Schrempf, 1955).

Na conjugação, torna-se necessária a inserção no plasmídeo do stio 
nob de um plasmídeo de bactéria Gram-negativa com ampla faixa de 
tospedeiros como o RP4 ou RSF1010. Dessa forma, o plasmídeo pede 
;er mobilizado de E.coli, que tem integrado um derivado do RP4 a una 
inhagem de Streptomyces. O número de transconjugantes obtido é de 
O'5 (Mazodier et al., 1989). O DNA pode ser estabelecido de forna 

‘xtracromossomal, no caso de serem usados plasmídeos bifunciomis. 
•e o plasmídeo transferido não contém um replicon de Streptomyces a 
ntegração é possível via fragmento clonado.

XPRESSÃO E REGULAÇÃO DOS GENES DA BIOSSÍNTESE 
>E ANTIBIÓTICOS EM STREPTOMYCES

Devido à diferenciação morfológica, os mecanismos de regulação 
ão complexos e apresentam-se organizados em forma de cascata. A 
íntese de antibióticos, assim como de outros metabólitos secundários, 
stá co-regulada e responde à organização dos genes biossintéticos, 
|ue formam grupos (“clusters”) no cromossomo. Um tipo de controle é 
xercido pelo tRNAleu (codon TTA) do gene bld A, que controla a es- 
•orulação em S. coelicolor (Leskiw et al., 1991). Esse tRNA reconhece o 
odon UUA, que está presente em 13 dos 100 genes seqüenciados. 
^sses genes são responsáveis pela regulação da biossíntese de antibÓ- 
cos, resistência e exportação destes produtos.
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Quando os genes afs B e afs C mutam, afetam a produção de antibióti
cos e a síntese do fator A, produto do gene afs A, necessário para espo- 
rulação e produção em 5. coelicolor. Esse fator é essencial em 5. griseus 
para produção de estreptomicina. Vários genes reguladores da biossíntese 
de antibióticos são conhecidos como bialafos/PTT gene bpr ACAnzai et 
al., 1987), actinorodina gene act W-orf4 (Hopwood et al., 1986), metile- 
nomicina gene red V)-orfl (Chater & Bruton, 1985), undecilprodigiosin 
red (Narva & Feitelson, 1990), estreptomicina gene str R (Distler et al., 
1992) daunorubicina gene dnr R, (Stutzman-Engwall et al., 1992).

Diferentes holoenzimas RNA polimerases exercem regulação na trans
crição, reconhecendo diferentes seqüências de promotores. Sete fato
res sigma (ct) têm sido identificados (Buttner, 1989). Adiciona-se a essa 
regulação o mecanismo de controle via ppGpp e GTP (resposta ads
tringente) (Ochi, 1990). A biossíntese dos metabólitos secundários é 
regulada negativamente a nível de transcrição pelo fosfato, carbono e 
nitrogênio do meio (Liras et al., 1990).

CLONAGEM E EXPRESSÃO DE GENES EM STREPTOMYCES

Diversas abordagens têm sido desenvolvidas, visando a clonagem 
de genes individuais. Por exemplo: o uso de promotores constitutivos 
como PI e P2 do gene aph I aminoacil fosfotransferase (Jansen et al., 
1989) e do promotor mel C da tirosinase (Bernan et al., 1985); o promo
tor do gene da resistência à neomicina aph II de Tn5, que é reconheci
do por E. coli e Streptomyces-, o promotor da mutação do gene da resis
tência à eritromicina erm* de Sacharopolyspora erythraea (Bibb et al., 
1985); promotores de fagos e o promotor induzível tip A, após indução 
com tiostrepton (Wholleben et al., 1993).

Linhagens superprodutoras de antibióticos têm sido obtidas até hoje 
basicamente por programas de mutagênese clássica, embora os princí
pios que controlam o processo sejam desconhecidos. Efeitos da luz UV, 
assim como de diversos agentes genotóxicos, têm sido estudados em 
profundidade somente no micélio de S.fradiae (Baltz et al., 1986) e nos 
esporos de 5. aureofaciens (Marins etal., 1993). Para uma manipulação 
racional, é necessário entender os mecanismos de regulação e a rela
ção entre o metabolismo primário e secundário (Padilla et al., 1991). 
Técnicas de manipulação gênica devem permitir a detecção de genes 



338 ECOLOGIA MICROIIANA

biossintéticos silenciosos, assim como a geração de antibióticos bbri- 
dos. A primeira via biossintética clonada foi a da actinorodina, produto 
de 5. coelicolor A3(2) por Malpartida & Hopwood 1984. Foi demonstra
do que genes do sistema PKS (polyketide synthase) de vários produto
res são similares. Dentro desse grupo de antibióticos encontram-se tetra- 
ciclinas, antraciclinas, macrolídeos, poliéteres e ansamicina, que com
partilham a organização da biossíntese (Sherman ei al., 1989; Hopwood 
& Sherman, 1990). Genes silenciosos foram, por sua vez, detectídos 
por Jones & Hopwood em 1984, durante a análise de genes do fatcr cr. 
Um gene de resistência ao bialafos (bar) foi descoberto em 5. coelicolor, 
que não produz esse antibiótico. Técnicas de manipulação gênica se
rão importantes ferramentas na obtenção de novas moléculas, por cau
sa da combinação de genes biossintéticos de membros diferentes, cipa- 
zes de produzir compostos de uma mesma classe química.

Antibióticos híbridos foram produzidos após transferência de genes 
da actinorodina em produtores de medermicina e granacitina, compos
tos da mesma classe, o que leva à biossíntese de mederrodin A. B e 
diidrogranatirodin. Essa molécula foi diferente só na estereoquímica dos 
prótons num carbono (Hopwood et al., 1985b). Antibióticos híbrdos 
com maior atividade foram obtidos depois que um fragmento de DNa de 
S. purpurascens ATCC 25489, produtor de antraciclinas, foi clonado pró
ximo a uma região, que hibridiza positivamente com uma sonda da enzima 
policetônico sintase do antibiótico actironodina em S. galileus ATCC 31615. 
As novas moléculas apresentaram atividade citotóxica contra células de 
leucemia de camundongo L1210 (Niemi et al., 1994).

PROGRAMAS DE MELHORAMENTO DE LINHAGENS 
PRODUTORAS DE ANTIBIÓTICOS

Após um programa de seleção, as linhagens produtoras de antibió
ticos são submetidas a processos de melhoramento genético, visatdo 
principalmente o aumento da produtividade e a diminuição do custo 
de produção. Em geral, os antibióticos são sintetizados, formando pirte 
de complexos moleculares com frações que apresentam diferentes aivi- 
dades biológicas, o que dificulta os processos de purificação. Para elmi
nar frações “contaminantes”, diversas abordagens metodológicas de
vem ser incrementadas. Em termos de fermentação, pode-se modifcar 
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a composição de meio de cultura para dirigir a via de produção numa 
fração. Foi observado que meios de fermentação contendo dietilbarbi- 
turato de sódio favorecem a produção de rifamicina B, que é a fração 
de utilidade clínica produzida por 5. mediterranei. Os núcleos de barbitu- 
rato ativam ou inibem enzimas associadas à produção de rifamicina 
(Lal et al., 1995). O tempo de incubação de 4 a 7 dias e a temperatura 
(geralmente 30°C), além de agitação e aeração, são de vital importân
cia. A produção pode variar de poucos mg/1 até 15-20 g/1, os meios e 
condições de fermentação devem ser atualizados periodicamente. Nos 
meios de produção industrial, ao invés da utilização de fontes de car
bono, nitrogênio e fosfatos onerosos, procura-se utilizar componentes 
baratos e eficientes como farinha de milho, soja, glicerol etc. A regulação 
dos componentes é fundamental para evitar a inibição catabólica por 
esses produtos, variações nos componentes do meio, como nas condi
ções de fermentação e processos de purificação final incrementam a 
produção em 25% (Fig. 3).

A segunda metodologia é o melhoramento por mutagênese. Esse 
método tem sido usado com muito sucesso para incrementar a produ
ção de antibióticos. Em geral, a cepa produtora é submetida a trata
mento com UV ou agentes genotóxicos, como nitrosoguanidina (NTG), 
metil metano sulfonato (MMS), etil metano sulfonato (EMS); colônias 
mutantes com produção aumentada são selecionadas. Essa técnica clás
sica resulta em aumentos da produção de 10 a 100 vezes. Mutantes 
bloqueados são importantes para estudos da via biossintética. Por ser 
um evento aleatório, a mutagênese pode afetar outros fenótipos, que 
após várias gerações podem tornar inviável o mutante.

A terceira metodologia utiliza técnicas de biologia molecular e com 
elas objetiva-se o melhoramento da produtividade, seja bloqueando 
uma via biossintética determinada ou alterando a informação genética 
para obter um novo produto. Para atingir esses objetivos torna-se neces
sário melhorar o fluxo metabólico nas vias bioquímicas existentes, o 
que implica no aumento da expressão de proteínas pelo incremento na 
dosagem de genes ou promotores fortes; a desregulação das vias metabó- 
licas pela supressão dos elementos de controle negativo ou de ativadores 
da superexpressão e a liberação do sistema feedback de controle, para 
produzir enzimas desreguladas. Essa metodologia tem sido usada no 
melhoramento da produção de antibióticos P-lactâmicos em Cephalos- 
porium acremonium, Streptomyces clavuligerus e Penicillium cbryso-
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genum (Skatrud et al., 1989; Cantwell et al., 1990). Outras estratégias 
são a combinação de material genético de vias similares para obtenção

Inóculo da linhagem 
em meio de crescimento

Incubação 2-4 dias 
volume 50 ml

Cultura primária

10% transferido a meio 
de fermentação 

volume 500 ml

Cultura secundária 

■

10% transferido a meio 
de fermentação 

volume 2-5 I

Linhagem em meio 
de fermentação

manipulação dos componentes crescimento 4-7 dias
do meio e condições de no fermentador com agitação
fermentação e aeração controlada

Caldo de fermentação

Micélio separado por centrifugação 
e/ou filtração

Tratamento com solventes

Conversão química/bioconversão

Produto(s) final

Caldo

FIGURA 3. Representação básica de um processo fermentativo.
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cite produtos híbridos; o intercâmbio de genes para modificação especí
fica de passos intermediários e a utilização de recombinação entre vias 
ramificadas.

EXPRESSÃO DE PROTEÍNAS HETERÓLOGAS
FOR STREPTOMYCES

Os Streptomyces têm uma extraordinária capacidade para produzir 
grandes quantidades de enzimas com variada potencialidade de uso 
industrial. Os principais grupos de enzimas são: oxidoredutases, trans- 
ferases, hidrolases, liases, isomerases e sintases. Esses microrganismos, 
como parte da microflora, têm um papel importante na formação do 
húmus, especialmente pela produção de enzimas extracelulares com a 
capacidade de degradar compostos celulolíticos. As enzimas que inter
vém nesse processo são celulases, hemicelulases e ligninases. Em ge
ral, essas enzimas são totalmente secretadas, já que seus substratos são 
grandes polímeros, que devem ser degradados para finalmente pode
rem ser assimilados pelas células. As enzimas que degradam eficiente
mente compostos lignocelulíticos podem ser usadas para transformar 
biomassa de bosques e dejetos agrícolas em combustíveis e alimento 
para animais. Devido à especificidade de seus substratos, enzimas como 
xilanases podem remover seletivamente componentes hemicelulolíticos 
da polpa da madeira e têm sido usadas com sucesso como agentes em 
processos de biobranqueamento na indústria do processamento da polpa 
de madeira e do papel. Esse fato é de grande importância, já que reduz 
consideravelmente, durante o processo de branqueamento, a produ
ção de derivados da clorina, que são altamente poluentes (Gilbert et 
al., 1995). Durante a década passada, a clonagem de um grande núme
ro de enzimas e sinais de secreção foram descritos (Tabela 3). O maior 
desafio, hoje, é o desenvolvimento em Streptomyces de vetores de ex- 
pressão-secreção para proteínas heterólogas eucarióticas (Chen et al., 
1995).

A capacidade de produzir grandes quantidades de enzimas ligno- 
celulíticas indica que esse gênero bacteriano possui um sistema eficien
te de secreção de proteínas, sendo inclusive superior ao de bactérias 
Gram-negativas. Para tornar viável a produção industrial é necessário 
fazer estudos maiores de “screening” na procura de novos produtores
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TABELA 3. Genes heterólogos de eucariotos clonados e expressos em Streptomyce: 
(Gilbert eta/., 1995).

PROTEÍNA ORIGEM PROMOTOR PEPTÍDEO 
SINAL

PRODUÇÃO

Apiadecin Apis mellifera SSI inibidor 
subtilisina
S. albogrisoleus

SSI 200 mg/L

Hor.
Crescimento 
bovino

cDNA glândula 
pituitária 
bovina

aph 
aminoglicosídeo 
de S. fradiae

0.17% 
proteína 
total

Hirudin 
-inibidor 
da trombina

Hirudo 
medicinallis

tendamistat
-inibidor
a-amilase S. tandae

tendamistat 250-500
ng/ml

Receptor
CD4 
célT

Células T 
humanas

STI-ll-inibidor 
protease
S. longisporus

STI-II 300 ng/m

Interferon a Camundongo a-amilase
S. venezuelae

a-amilase —

Interferon a1 Humano sak-
estafiloquinase 
do fago 42D Staphy- 
lococcus aureus

estafiloquinase 1-2x105
Ul/ml

erythraeus

Interleucina 2 Humano tendamistat
-inibidor 
a-amilase S. fradiae

tendamistat 30 ng/ml

Proinsulina Macaca 
fascicularis

gene mele 
tendamistat

tendamistat 20-100 
mg/ml

Fator necroses 
tumoral

Humano gene erm E 
Sacharopolyspora

gene me/CI 20 mg/l

e desenvolver vetores apropriados para clonagem e expressão de genes. 
Os peptídeos sinal de Streptomyces apresentam características simila-es 
às já descritas para outros grupos, embora tenha sido observada una 
região diferente denominada “Arg cluster”, localizada entre a região N- 
terminal e a região hidrofóbica, que, quando deletada, bloqueia a secre
ção de celulase em Streptomyces KSM-9, xilanases A e B, p-galactosidíse 
de S. lividans e da endoglicosidase H de 5. plicatus (Park et al., 1991). 
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O peptídeo sinal de Streptomyces WL6 tem 31 aminoácidos, presentes 
como um domínio carregado positivamente na região N-terminal, com 
dois resíduos Arg; uma região central com a.a hidrofóbicos e um resí
duo Ala antes do sítio de divagem (Chen etal., 1995). O tamanho médio 
dos peptídeos sinal de Streptomyces é de 35 a.a, sendo de 29 a 31 a.a 
para outros Gram-positivos e de 24 a 25 a.a para E. coli. Estes a.a extra 
localizam-se preferencialmente no extremo N-terminal, sugerindo uma 
adaptação evolutiva para um mecanismo mais eficiente de secreção.

A utilização de Streptomyces como sistema de expressão de proteí
nas heterólogas é atrativo pela eficiente maquinaria de secreção dessas 
bactérias. Proteínas recombinantes codificadas por genes expressos em 
5. lividans são produzidas em grandes quantidades e totalmente secre- 
tadas. As proteínas podem ser mais facilmente separadas das células 
por filtração ou centrifugaçào e a superprodução facilita sua purifica
ção. Outra vantagem é que os Streptomyces não são patogênicos, e 
existe um extraordinário conhecimento sobre seus processos de fermen
tação pela indústria farmacêutica. O principal problema do sistema está 
na baixa modificação pós-transcricional como glicosilação e formação 
de pontes dissulfídricas, que são necessárias para a estabilidade de várias 
proteínas eucarióticas.

A informação apresentada no presente capítulo mostra esquema- 
ticamente o conhecimento sobre a biologia de Streptomyces e as prin
cipais aplicações biotecnológicas a curto prazo. Foi destacada a impor
tância de realizar maiores estudos sobre regulação e ligação entre me
tabolismo primário e secundário, sobre os sistemas de transporte e sobre 
função ecológica dessas bactérias. O aperfeiçoamento dos métodos atual
mente utilizados permitirá o isolamento e melhoramento na produção 
de novas linhagens, assim como a biossíntese de novos metabólitos.
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INTRODUÇÃO

Os actinomicetos compreendem um grupo heterogêneo de bactérias 
filamentosas, que filogeneticamente pertencem ao ramo das bactérias 
Gram-positivas com alto teor de G+C. Neste grupo estão incluídos gê
neros com diferentes características morfológicas, como: Micrococcus, 
Arthrobacter e Corynebacterium, que podem se reproduzir por fissão 
binária; Mycobacterium, Nocardia e Rbodococcus, denominados acti
nomicetos nocardioformes, apresentam micélio substratal rudimentar 
seguido de fragmentação. No outro extremo, está o grupo “esporoacti- 
nomicetos”, que engloba Streptomyces, Actinoplanes, Microbispora, e 
exibe uma rede de micélio aéreo bem desenvolvida, diferenciada em 
estruturas especializadas como artrosporos em cadeia observados em 
Streptomyces, esporos em vesículas como em Actinoplanes e Streptospo
rangium e endosporos em Thermoactinomyces (Chater & Hopwood, 
1993; Cross, 1989; Lechevalier & Lechevalier, 1981).

Em geral, os actinomicetos crescem lentamente, o que torna difícil 
seu isolamento; em relação a seus competidores, bactérias e fungos 
apresentam velocidade de crescimento radial sobre meio sólido infe
rior ao de fungos, e sua velocidade de produção de células geralmente 
é mais lenta do que a das demais bactérias. Um ciclo de divisão celular 
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em actinomicetos pode levar de 2 a 3 dias, enquanto Escherichia colii 
pode chegar a apenas 20 minutos (Lechevalier & Lechevalier, 1981).. 
Por causa deste crescimento lento, os actinomicetos foram negligencia
dos, mas atualmente os esporoactinomicetos e nocardioformes têm atraí
do a atenção de biotecnologistas e ecologistas por serem, reconhecida
mente, os principais produtores de compostos bioativos de alto valor 
comercial, e por causa do seu importante papel na reciclagem de nutrien
tes do solo, ultimamente demonstrado.

Entre as bactérias, a ordem Actinomicetales é a única fonte de com
postos bioativos comercialmente importante. Nos últimos anos, mais 
de 6.000 antibióticos foram descobertos, e destes, 65% são produzidos 
pelo gênero Streptomyces. Além dos antibióticos de uso clínico, veteriná
rio e agroquímico, outros metabólitos secundários — enzimas, imunomo- 
duladores, inibidores de enzimas — são produzidos também por Strep
tomyces. A busca de outros metabólitos bioativos requer a descoberta 
de novos microrganismos, abundantes nos diversos ecossistemas e que 
necessitam apenas da exploração de diferentes nichos ecológicos asso
ciados a condições seletivas de isolamento.

OCORRÊNCIA

Os actinomicetos saprofíticos colonizam substratos sólidos e podem 
se espalhar na atmosfera por meio de esporos hidrofóbicos ou de espo
rângios resistentes à dessecaçào, ocorrendo principalmente em condi
ções estritamente aeróbias, em pH neutro a alcalino. Muitos actinomicetos 
do solo comportam-se como neutrófilos em cultivo de laboratório, poden
do crescer em pH de 5,0 a 9,0. Em solos ácidos, o pH é um fator que 
limita a distribuição e a atividade dos actinomicetos. Esporoactinomicetos 
acidófilos crescem bem em pH 3,5 a 5,5, sendo observada sua ocorrência 
em solos ácidos (Khan &William, 1975; Hagedorn, 1976; Coelho & Drozd- 
wicz, 1978). Um dos problemas para o estudo de microrganismos acidófilos 
é o uso de meio com ágar que não permanece sólido em condições de 
baixa acidez (Iwai & Takahashi, 1992), mas o uso de tampão fosfato 
ácido ao meio contorna esta dificuldade (Williams et al., 1971). A ocor
rência de actinomicetos saprofíticos nos diferentes ecossistemas decorre 
da sua diversidade metabólica e da evolução de mecanismos específicos 
de dispersão. Esta diversidade metabólica mostra a grande variabilidade 
destes microrganismos em colonizar ambientes salinos, ácidos, com ele-
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vada temperatura, indicando a grande capacidade de se adaptarem a 
ambientes extremos (Tabela 1).

TABELA 1. Principais habitats de alguns actinomicetos (McCartney & William, 1990).

GÊNERO HABITAT

Actinoplanes Água, solo e plantas em decomposição

Frankia Nódulos de raízes de plantas não- 
leguminosas

Micromonospora Água, sedimentos, solo úmido

Nocardia amarae Lodo ativado

Rhodococcus coprophilus Fezes animais, solo, água

Saccharopolyspora hirsuta Bagaço de cana-de-açúcar auto-aquecido

Saccharopolyspora rectivirgula Trigo mofado

Streptomyces Solo, plantas em decomposição, água etc.

Thermoactinomyces Compostagem, ração animal e outros 
"resíduos" com auto-aqueci mento

O gênero Streptomyces é amplamente distribuído na natureza, e seu 
nicho primário é o solo. Porém, ele pode também ocorrer em diferentes 
ambientes aquáticos, como pântanos e folhagens em decomposição. No 
solo, a população de Streptomyces usualmente atinge 104 a 107 UFC/g de 
solo seco, ocorrendo principalmente na forma de esporos, mas também 
pode ser encontrada na forma de hifa vegetativa. Segundo Iwai & 
Takahashi (1992), 80% dos actinomicetos do solo ocorrem na camada 
mais superficial do solo (0-10 cm), diminuindo progressivamente com a 
profundidade. Estas bactérias filamentosas ocupam um importante papel 
na biodegradação de polímeros como lignina, quitina, amido etc. 
(Crawford, 1988; Nolan & Cross, 1988), além de produzirem importantes 
metabólitos secundários de interesse comercial (Lancini & Lorenzetti, 1993).

Embora este dado seja questionado, inúmeras investigações mostram 
que os esporoactinomicetos e actinomicetos nocardioformes podem ser 
isolados de ambientes aquáticos como mar, rios, lagos, pântanos (Okami 
& Okazaki, 1972; Al Diwany etal., 1978; Barcina etal., 1987; Takizawa et 
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al., 1993; Jiang & Xu, 1996; Hatano, 1997). O gênero Micromonospora 
tem sido isolado muito frequentemente de solos úmidos na proporção 
de 104 a 105 UFC/g de solo, mas também pode ocorrer em lagos e água 
corrente. O estudo da população de actinomicetos em amostras de água 
de 15 lagos da região de Wisconsin revelou que 10 a 20% da população 
bacteriana total isolada pertencia ao gênero Micromonospora (Cross, 1981). 
Entretanto, o próprio Cross questiona o fato de os actinomicetos serem 
muito adaptados para crescimento em substratos sólidos, e se sua ocor
rência em ambientes aquáticos estaria relacionada com a “lavagem” do 
solo, uma vez que a diversidade taxonômica de actinomicetos do solo é 
a mesma do meio aquático. Vários estudos mostram que, em maior profun
didade de ambientes aquáticos marinhos, o grupo Actionoplanes predo
mina e requer água do mar para isolamento, indicando que estes acti
nomicetos fazem parte da comunidade microbiana autóctone marinha 
(Jensen etal., 1991). Actinomicetos nocardioformes também ocorrem em 
ambientes aquáticos, como o Rhodococcus marinonascens, descrito como 
uma espécie nova por Helmke & Weyland (1984), mostrando a grande 
diversidade microbiológica desse ecossistema.

Outro nocardioforme conhecido como coprofílico, que ocorre em 
esterco animal, é o Rhodococcus coprophilus. A presença deste actino- 
miceto em rios e lagos é utilizada como um indicador da contaminação 
fecal por animais herbívoros (Rowbotham & Cross, 1977; Mara & Oragui, 
1981). Estudos ecológicos mostram que este actinomiceto sobrevive à 
passagem através do rúmen e intestinos de ruminantes atingindo as 
fezes, onde ocorre o crescimento. A proporção de R. coprophilus para 
actinomicetos totais em fezes de gado, carneiros e patos é bem maior 
do que nas fezes de porcos e cavalos (Mara & Oragui, 1981).

As condições ideais de pH, umidade e aerobiose da compostagem, 
forragem animal (grão de cereais, feno) e do bagaço de cana, associa
dos ao alto conteúdo de nutriente orgânico e de auto-aquecimento, 
favorecem a predominância de actinomicetos termofílicos. Neste habitat 
com temperatura elevada (5O-55°C), a diversidade microbiana é baixa, 
predominando os gêneros Saccharomonospora no bagaço de cana e 
Thermomonospora em compostagem do cultivo comercial de cogume
los (McCarty & Cross, 1981; Amner etal., 1989).Os actinomicetos termo
fílicos destacam-se como degradadores primários da biomassa vegetal, 
que é a principal fonte de carbono no ambiente terrestre, composta 
principalmente de lignina e celulose (McCarthy & Williams, 1992).
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A grande diversidade microbiana, e em particular a população de 
aictinomicetos que ocorre em habitats naturais, muitas vezes pode ser 
ailterada pela atividade do homem que, inadvertidamente, introduz no 
ssolo substâncias químicas (fungicidas, inseticidas, herbicidas) ou não 
(1 lodo ativado) que podem ocasionar a predominância de determinados 
g^rupos de actinomicetos no solo, como Nocardiopsis sp., isolado de 
ssolo tratado com clordane ou a predominância de Nocardia e Micro- 
imonospora em solo enriquecido com lodo ativado (Orchard, 1980; Per- 
ccich & Loockwood, 1978).

Em ambientes poluídos por petróleo é comum o isolamento de Nocar- 
cdia sp. e Rodbococcussp., mostrando que este grupo tem um importante 
ipapel na degradação de hidrocarbonetos (Williams & Goodfelloow, 1983; 
SSorkhoh et al., 1990).

Nesse amplo grupo de bactérias filamentosas existem algumas for- 
ímas patogênicas ao homem, como Mycobacterium leprae e Coryne- 
ibacterium diphyteriae, Nocardia sp., Actinomyces sp., ou fitopatogênicas 
;à batata, como Streptomyces scabies (Lechevalier, 1988).

Os actinomicetos podem ocorrer também na rizosfera e no rizoplano 
<de muitas plantas, sendo o gênero Frankia o primeiro actinomiceto endo- 
ffítico simbiôntico isolado de plantas não-leguminosas comod/nus, Casua- 
rina e Myrica. Essa associação, conhecida como actinorrízica, ocorre em 
24 gêneros e 194 espécies de plantas de regiões do trópico e sub-trópico, 
onde o clima comumente é muito frio. A simbiose desse actinomiceto 
com as plantas não-leguminosas é de grande importância no balanço 
mundial do nitrogênio. A presença de Frankia como fixador de nitrogê
nio nos nódulos das raízes dessas plantas foi acompanhada durante muito 
tempo por microscopia e, apenas em 1978, Callaham e colaboradores 
conseguiram isolar este actinomiceto, utilizando diferentes meios seleti
vos de isolamento, temperatura de cultivo de 25-37°C e longo tempo de 
incubação (4 a 8 semanas) (Quispel et al., 1983; Callaham et al., 1978).

A ocorrência de microrganismos endofíticos em tecidos vegetais de 
plantas sem sintomas de doenças vem sendo constatada pela utilização 
de técnicas comumente utilizadas na fitopatologia e que não são utili
zadas na ecologia microbiana. A literatura sobre fungos e bactérias endo- 
fíticas é bem ampla (Azevedo, 1997), enquanto para actinomicetos endo
fíticos não-simbiônticos existem poucas investigações.

Sardi et al. (1992) foi o primeiro a relatar o isolamento, na Itália, de 
499 actinomicetos endofíticos de raízes de 28 diferentes espécies vege
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tais. Os actinomicetos foram isolados de raízes esterilizadas e perten
cem, em sua maioria, ao gênero Streptomyces, seguido de Streptospo
rangium, Nocardia e Micromonospora.

Em 1996, na China, Liu & Tang isolaram 17 Streptomyces endofíticos 
de raízes esterilizadas de algodão (Gossypium spp.), dos quais 58% 
apresentavam atividade antagonística para Rhizoctonia solani.

No Brasil, pesquisas realizadas no Laboratório de Genética do Depar
tamento de Antibióticos, da UFPE, mostram a ocorrência de actinomicetos 
endofíticos em folhas, raízes e tubérculos de diferentes plantas. Em fo
lhas e raízes de milho (Zea mays) cultivado no campus universitário da 
UFPE, foram isolados 54 actinomicetos (31 de folhas e 23 de raízes), a 
maioria pertencente ao gênero Microbispora, e alguns aos gêneros Strep
tomyces e Streptosporangium (Silva et al., 1995). De plantas de feijão 
Phaseolus vulgaris') cultivadas em casa-de-vegetação na Universidade 
Federal Rural de Pernambuco foram isolados 32 actinomicetos (7 de fo
lhas e 25 de raízes), que em sua maioria também correspondiam ao 
gênero Microbispora, seguido de Streptomyces e Streptosporangium (Brito 
& Araújo, 1997). Mais recentemente, Matsuura et al. (1998) também iso- 
aram de raízes e folhas desinfectadas de feijão caupi (Vigna unguiculata), 
cultivado no campus universitário da Universidade Federal do Amazo
nas, 31 actinomicetos (14 de folhas e 17 de raízes). As primeiras análises 
nara identificação mostram predominância do gênero Streptomyces, se
guido de Streptosporangium e Nocardiopsis. Todos os actinomicetos endo- 
íticos isolados apresentam, em sua maioria, atividade antibiótica para 
Dactérias Gram-positivas e Candida albicans e fraca atividade para bacté- 
•ias Gram-negativas. Do jacatupé (Pacbyrbizus erosus L. Urban), legumi- 
nosa nativa da região do Amazonas que produz tubérculos comestíveis 
icos em amido, foram isolados 10 actinomicetos endofíticos do tubércu- 
o desinfectado, todos identificados como Nocardiopsis, que apresenta- 
am elevada atividade amilolítica (Stamford, 1997).

ISOLAMENTO

A técnica convencional de diluição seriada em placa usando meios 
ie cultura seletivos não indica a população real de actinomicetos na
quele ambiente, uma vez que os actinomicetos podem ser inibidos por 
competidores ou podem apresentar crescimento lento, sendo supera- 
los por outros actinomicetos de crescimento mais rápido. Para contor- 
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naar estes problemas, inúmeras estratégias foram desenvolvidas para 
issolamento seletivo deste grupo de bactérias filamentosas.

O isolamento e a quantificação de actinomicetos dos diversos nichos 
eecológicos através da técnica de diluição em placa são objetivos muitas 
wezes nào-compatíveis. O taxonomista, por exemplo, procura em cer- 
úas ocasiões apenas um novo taxon, enquanto o ecologista está interes- 
ssado em quantificar e qualificar a população microbiana em um deter- 
nninado nicho ecológico, já o microbiologista industrial isola centenas 
cde linhagens para encontrar uma única e nova substância bioativa, sem 
Uevar em consideração os dados ecológicos.

Vários são os procedimentos para o isolamento seletivo e a quan- 
ttificação de actinomicetos, que podem ser influenciados por vários fa- 
ttores, como:
11. Seleção de amostras.
.2. Pré-tratamento da amostra.
.3- Uso de meios seletivos e condições de cultivo.
4. Uso de antibióticos.

SELEÇÃO DA AMOSTRA

Alguns critérios para a seleção da amostra (solo, água, pântanos etc.) 
a ser analisada devem ser levados em consideração. A exploração de 
regiões ainda não exploradas pelo homem, climas, ambientes salinos e 
ácidos, micronichos ecológicos específicos, constituem estratégias que 
poderão conduzir ao conhecimento da biodiversidade bacteriana. Se
gundo Bull et al. (1992), apenas 12% das espécies bacterianas são co
nhecidas em todo o mundo, necessitando portanto de maiores investi
gações para que o homem possa usufruir da potencialidade microbiana.

As amostras de solo devem ser coletadas obedecendo a procedi
mentos de assepsia, seguidos da análise microbiológica. Após a coleta, 
as amostras devem ser processadas e, em seguida, é realizado o isola
mento utilizando meios seletivos ou não. Em geral, a amostra do solo 
deve ser seca ao ar, à temperatura ambiente, seguida da preparação da 
suspensão em água esterilizada ou solução de Ringer e agitação (shaker) 
durante 20 a 30 minutos, ou ainda, como sugere Hatano (1997), em 
solução de 0,05% de dodecil-sulfato de sódio (SDS), acrescido de 6% 
de extrato de levedura. As amostras de solo podem ser estocadas a 



358 ECOLOGIA MICROBIANA

baixa temperatura (0-4°C). Para amostras provenientes de ambientes 
aquáticos, a concentração da população através de membranas filtrantes 
ou cenrifugação constitui estratégia importante para o sucesso do iso
lamento. Para amostras de bagaço de cana-de-açúcar ou materiais de 
plantas em decomposição, a agitação em câmara de sedimentação faci
lita o isclamento de actinomicetos termofílicos, como relatado por Lacey 
& Dutkiewicz (1976).

Para o isolamento de actinomicetos endofíticos, o tecido vegetal — 
folha, raiz e caule — deve ser submetido a esterilização com etanol (70% 
a 96%), seguido de tratamento com hipoclorito de sódio (1 a 3%) e lava
gens sucessivas com água destilada esterilizada, para realização do isola
mento em meio seletivo com antifúngico (Fisher etal., 1992; Schulz, 1993).

PRÉ-TRATAMENTO DA AMOSTRA

A população de actinomicetos na amostra pode ser aumentada por 
alguns pré-tratamentos químicos ou físicos que eliminam endosporos 
de bactérias nas placas de isolamento (Tabela 2).

O aquecimento diminui a proporção de bactéria para actinomiceto, 
podendo também diminuir o número de actinomicetos, mas, ainda as
sim, preserva a viabilidade de inúmeros actinomicetos. O tratamento 
por aquecimento tem sido usado com sucesso para isolar Actinomadura, 
Microbispora e Rhodococcus. A temperatura não reduz completamente 
□ número de bactérias, mas reduz significativamente as bactérias Gram- 
fiegativas que invadem a superfície das placas, contaminando as colô- 
aias de actinomicetos no isolamento (Goodfellow & O’Donnell, 1989).

A filtração por membrana (0,45 gm) pode ser usada para concentra
rão de propágulos de águas de diferentes procedências e também para 
diminar muitas bactérias não filamentosas. A membrana é colocada na 
superfície do meio nutriente, onde pode permanecer ou ser retirada 
ipós algumas horas. O tipo de membrana utilizada pode ter efeito so- 
ore o surgimento do número de colônias (Al-Diwany et al., 1978).

Iwai & Takakashi (1992) sugerem que a amostra do solo a ser anali
sada pode ser tratada com penicilina ou outro antibiótico durante 3 a 5 
íoras sob agitação (sbaker), lavagem por centrifugação para eliminar o 
intibiótico, seguida de diluição seriada e plaqueamento em meio sele- 
ivo onde se observam colônias isoladas de actinomicetos após o perío- 
lo de incubação.
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1TABELA 2. Pré-tratamento de material para isolamento de actinomicetos.

1 TRATAMENTO
1 FÍSICO

MATERIAL ISOLADOS AUTORES

! 55°C/6 min Água, solo, 
sedimentos

Rhodococcus 
coprophilus, 
Micromonospora

Rowbotham & Cross,
1977
Williams & Cross,
1971

50°C/ 60 min Água Micromonospora Takizawa, 1993

120°C/60min Solo Streptosporangium,
Microbispora

Nonomura, 1989

100°C/15min Solo Actinomadura Athalye etal., 1981

Membrana 
filtrante

Água Thermoactinomyces Al-Diwany etal.,
1978

Enriquecimento 
com CaCO3/ 
Incubação

Solo Streptomyces El Nakeeb &
Lechevalier, 1963

Fio de cabelo 
humano

Solo Ampulariella Booth, 1971

Para o isolamento do grupo Actinoplanetes, que formam esporângios 
com esporos móveis, duas técnicas de enriquecimento da amostra fo
ram desenvolvidas. Na primeira, conhecida como técnica da isca (Booth, 
1971), coloca-se uma suspensão de solo em placa estéril ou a amostra 
de água que se deseja analisar, e na superfície líquida coloca-se um fio 
de cabelo humano ou grão de pólen como isca, e incuba-se este mate
rial por 2 ou 3 dias. Em seguida, os esporângios podem ser observados 
sob luz refletida, e poderão ser plaqueados em meios seletivos.

A outra técnica desenvolvida por Palleroni (1980) baseia-se no mé
todo quimiotático, onde os zoósporos liberados do esporângio podem 
ser atraídos pelos íons cloreto ou brometo. A amostra do solo (0,5 g) 
deve ser colocada em cada câmara de isolamento (Fig. Ia), adicionada 
de água estéril até a altura de 2 mm no canal de conexão. Em seguida, 
um tubo capilar contendo tampão fosfato 0,01 M (pH 7,0) e KC1 0,01 M 
é imerso no canal 1 mm abaixo da superfície da água (Fig. lb), sendo 
em seguida levado para estufa 28-30°C por 1 hora. Durante este perío
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do, os esporos com motilidade são liberados do esporângio e são atraí
dos para o interior do tubo capilar por quimiotaxia. A solução do capi
lar deverá ser espalhada em placas com meio seletivo. A técnica do 
capilar tem se mostrado mais eficiente do que a técnica da isca.

Estes pré-tratamentos freqüentemente exercem grande seletividade 
e direcionam o isolamento para um determinado taxon de actinomiceto.

FIGURA 1A. Câmara 
de isolamento.

FIGURA 1B. Corte 
longitudinal da câmara de 
isolamento com o capilar 
(c) no canal abaixo da 
superfície líquida.

4EIOS SELETIVOS E CONDIÇÕES DE CULTIVO

A seletividade do meio de isolamento é influenciada pela sua com- 
josição em nutrientes, pH, adição de inibidores e pelas condições de 
ultivo. Muitos meios têm sido usados para o isolamento de actino- 
nicetos, mas suas formulações não foram baseadas em critérios nu- 
ricionais ou fisiológicos. Entretanto, pelo uso continuado dos diver- 
os meios de isolamento, pode-se concluir que as melhores fontes de 
arbono são amido, glicerol e quitina, enquanto caseína, asparagina e 
rginina se destacam como fontes orgânicas de nitrogênio. Os meios 
eletivos comumente utilizados para o isolamento de actinomicetos 
ão amido-caseína-ágar (Kuster & Williams, 1964); quitina coloidal- 
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;ágar (Hsu & Lockwood, 1975), glicerol-arginina-ágar (Porter et ai., 
1960), meio M3 (Rowbotham & Cross, 1977) e água-ágar (Hunter- 

' Cevera et al., 1984).
O meio de quitina coloidal apresenta vantagens para isolamento de 

actinomicetos porque bactérias e fungos não crescem neste meio, sen
do observadas apenas pequenas colônias de actinomicetos, que deve
rão ser transferidas para meios nutritivos mais ricos, como extrato de 
levedura-ágar e aveia-ágar (Shirling & Gottlieb, 1966). O meio de caseína- 
amido-ágar é um dos mais utilizados para exploração dos diferentes 
ecossistemas. A adição de cloreto de sódio (4,6%) ou o uso de água do 
mar (75% + 25% de água deionizada) a este meio favorece o isolamento 
de actinomicetos de ambiente marinho (Jansen et al., 1991); para o 
isolamento de acidofílicos este meio deve ser acidificado (pH 3,5-5,5) 
com tampão fosfato. Para o isolamento do grupo nocardioforme, o meio 
M3 é nutricionalmente pobre, retardando o crescimento de bactérias e 
de Streptomyces e favorecendo o isolamento de actinomicetos de cresci
mento lento, como Rhodococcus. A adição de azida sódica e ácido nali- 
díxico nas concentrações de 3,5 mg e 5,0 mg, respectivamente, melho
ra a seletividade, segundo Mara & Oragui (1981).

Para o isolamento de actinomicetos termofílicos, o uso do meio extrato 
de papel-ágar e celulose-ágar (Hunter-Cevera et al., 1984), seguido de 
incubação a 45-5O°C, permite o isolamento seletivo de termoactino- 
micetos com atividade celulolítica (Araújo et al., 1997).

Em geral, o gênero Streptomyces é facilmente isolado nestes meios 
em decorrência do seu rápido crescimento, superando o isolamento de 
outros gêneros como Actinomadura, Kitasotosporia, Rhodococcus e No- 
cardia, conhecidos como “actinomicetos raros” por causa do seu lento 
crescimento.

A maioria dos actinomicetos são neutrofílicos e o pH ideal usado nos 
meios fica em torno de pH 7,0. Entretanto, actinomicetos acidófilos 
crescem bem em pH de 3,5 a 5,5 e não crescem em pH 7,0. O uso do 
meio caseína-amido-ágar com pH 3,1 a 4,5 tem permitido isolar inúme
ros actinomicetos de solos ácidos de florestas e de resíduos de minas, 
que são importantes no processo de decomposição desse tipo de solo 
(Hagedorn, 1976).

O tempo e a temperatura de incubação também podem contribuir 
para a seletividade do meio. Os mesofílicos crescem bem em tempera
tura de 25-30°C, enquanto os actinomicetos termofílicos são favorecí- 
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dos a 45-55°C. Em geral, o tempo de incubação para o crescimento de 
esporoactinomicetos mesofílicos varia de 7 a 14 dias, enquanto os ter- 
moactinomicetos crescem entre 2 e 3 dias. Com um tempo maior de 
incubação (4 a 6 semanas), porém, é possível isolar actinomicetos en- 
dofíticos como o gênero Frankia, ou isolar esporoactinomicetos como 
Streptomyces, Streptosporangium, Microbispora, endofíticos de cultu
ras de milho e feijão utilizando tecidos vegetais (folhas e raiz). O tempo 
de incubação prolongado é um dos fatores que contribuem para o iso
lamento de actinomicetos endofíticos não-simbiônticos (Silva etal., 1995).

A incorporação de antibióticos ao meio de isolamento constitui uma 
estratégia importante que aumenta a seletividade do meio. Para preve
nir ou inibir o crescimento de fungos, a adição de antibióticos antifún- 
gicos ao meio de isolamento tem sido usada com sucesso, principal
mente o uso combinado de cicloheximida (Actidione) e nistatina (50 
|xg/ml), que não têm nenhuma ação sobre os actinomicetos (William & 
Davis, 1965). Baixas concentrações de polimixina B (8,0 |xg/ml) e peni
cilina G (0,8 |xg/ml) aumentam a seletividade do meio de isolamento.

O pré-tratamento acoplado ao uso de meio seletivo com antibiótico 
pode proporcionar placas de isolamento com colônias de actinomicetos 
bem separadas, facilitando a contagem e o isolamento.

USO DE ANTIBIÓTICOS ANTIBACTERIANOS

O desenvolvimento da sistemática de actinomicetos à base de dados 
da taxonomia numérica pode fornecer informações (bioquímica, fisio- 
logia, perfil de sensibilidade a antibióticos) ideais para a escolha mais 
racional dos meios seletivos para o isolamento de um determinado taxon 
'Goodfellow & O’Donnell, 1989).

A adição de antibióticos antibacterianos melhora a seletividade do 
meio, permitindo o isolamento de um determinado gênero ou espécie 
'Tabela 3). O uso combinado de benzilpenicilina (5-10 |ig/ml) e ácido 
aalidíxico (15 |xg/ml) permite isolar apenas o gênero Saccharotrix-, en
quanto com novobiocina (25 |xg/ml) e estreptomicina (15 |xg/ml) é 
oossível isolar o gênero Glicomyces. Através da taxonomia numérica, 
3ode-se observar que Streptoverticillium apresenta maior resistência à 
aeomicina e oxitetraciclina do que Streptomyces, e a adição de oxitetra- 
riclina (25 p,g/ml) ao meio seletivo proporciona o surgimento de inú- 
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imeras colônias de Streptoverticilium nas placas de isolamento de dife
rentes amostras do solo; o uso de novobiocina (50 |xg/ml) promoveu o 
isolamento seletivo de Kitasatosporia, que é mais resistente a este an
tibiótico que Streptomyces (Iwai & Takahashi, 1992).

TABELA 3. Uso de antibióticos antibacterianos para isolamento seletivo de actinomicetos.

ANTIBIÓTICO ACTINOMICETO 
ISOLADO

REFERÊNCIA

Novobiocina,
Estreptomicina

Glycomyces Labeda, 1989

Benzil-penicilina,
Ácido nalidíxico

Saccharotrix Labeda, 1989

Vancomicina Amycolatopsis Lechevalier, 1986

Tunicamicin Micromonospora Wakisaka etal., 1982

Rifampicina Actinomadura Athalye etal., 1981

Oxitetraciclina Streptoverticillium* Hanka etal., 1985

Novobiocina Kitasatosporia Takahashi, 1991

‘considerado sinonimia de Streptomyces.

Vickers et al. (1984) e Williams et al. (1984) também analisaram o 
comportamento fisiológico de diferentes espécies de Streptomyces, e 
desenvolveram o meio rafinose-histidina ágar para isolamento seletivo 
das espécies 5. chromofuscus, S. cyaneus e S. rochei.

SELEÇÃO DA COLÔNIA

Esta é a etapa de maior dificuldade no processo de isolamento, por 
que a contagem e caracterização das colônias de actinomicetos exige 
paciência do microbiologista. Em geral, as colônias de esporoactino- 
micetos apresentam consistência cartilaginosa, aderindo firmemente ao 
meio sólido através do micélio vegetativo, e podem ser reconhecidas 
utilizando-se um estereoscópio. Em particular, o grupo Streptomyces 
mostra colônias pequenas pulverulentas ou velutinas, com micélio aé
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reo de diferentes tonalidades (branco, cinza, rosa etc.). As colônias tam
bém podem produzir pigmentos solúveis de cores diversas; são colô
nias bem distintas daquelas de bactéria típica. Estas características fe- 
notípicas dependerão da composição do meio de cultura (Cross, 1989).

Entretanto, os actinomicetos nocardioformes apresentam colônias friá- 
veis, isto é, que se partem ao toque com a alça de platina e exibem 
fragmentação da hifa em cocos e bastonetes. O micélio aéreo é fraca
mente desenvolvido, não sendo observada a ocorrência de hifas lon
gas.

As colônias podem ser selecionadas ao acaso ou com base em algu
ma característica morfológica, e torna-se difícil distinguir entre diferen
tes espécies de um mesmo gênero nas placas de isolamento primário. 
As colônias selecionadas deverão ser transferidas para outros meios 
(aveia-ágar e glicerol-asparagina ágar) para proporcionar bom cresci
mento do micélilo aéreo, permitindo assim uma melhor caracterização 
e posterior identificação.

A identificação de actinomicetos, em termos de espécie, requer téc
nicas especializadas da quimiossistemática e da sistemática molecular.

A identificação de gênero baseada apenas na morfologia raramente 
é segura, mesmo para microbiologistas experientes. A quimiossistemática 
associada à micromorfologia é um critério adotado para a identificação 
de gêneros de actinomicetos, como relatado por Lechevalier (1989). 
Diferentemente das bactérias típicas, os actinomicetos formam vários 
tipos de conídios que podem ser utilizados na sua classificação. Estes 
conídios são formados no micélio aéreo ou no micélio vegetativo, ou 
em esporângios contendo esporos com motilidade ou não. Os critérios 
químicos são fundamentados nos estudos de Lechevalier & Lechevalier 
(1970, 1980), que determinaram, por cromatografia, diferentes tipos de 
parede celular com ocorrência ou não do ácido diaminopimélico (DAP) 
em sua forma meso-DAP ou LL-DAP, e também o diagnóstico da pre
sença de açúcares no hidrolisado celular, revelado por cromatografia 
de papel. Estes estudos associam vários tipos de parede celular a deter
minados grupos genéricos. Estudos detalhados de gênero e espécie 
podem ser encontrados na 9a edição do Bergey’s Manual of Systematic 
Bacteriology, volume 4 (1989).
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INTRODUÇÃO

Uma identificação acurada de microrganismos requer culturas puras 
e, embora a economia no tempo seja um fator importante, é sempre 
aconselhável plaquear colônias de culturas selecionadas para checagem 
da pureza.

O caminho para caracterizar uma bactéria é descrever qualitativa
mente as muitas propriedades relativas à morfologia, cultivo, nutrição, 
bioquímica, metabolismo, proteínas, ácidos nucléicos, patogenicidade 
e ecologia. Caracterização é um pré-requisito na identificação, e represen
ta uma das bases da sistemática.

Devido a um grande número de microrganismos distribuídos em uma 
variedade de grupos taxonômicos diferentes, não é fácil o uso de um 
método padrão para a caracterização e identificação de bactérias. Po
rém, é aconselhável seguir um método padronizado, usando-se reque
rimentos mínimos para a caracterização. Também é importante consi
derar o tipo do microrganismo em estudo. Por exemplo, os testes usa
dos para bactérias fototróficas são diferentes daqueles usados para as 
quimiorganotróficas.
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Procedimentos de identificação devem ser checados com culturas de 
microrganismos conhecidos que fornecem resultados positivos e nega
tivos. Tais culturas de referência ou linhagens-tipo estão disponíveis 
nos centros de referência ou nas coleções de culturas.

Muitos métodos convencionais (testes bioquímicos) usados na iden
tificação de microrganismos estão sendo substituídos por tiras de pa
pel, discos e baterias de testes sob a forma de “kits”. F.sses novos mé
todos oferecem a vantagem de diminuir o tempo de serviço, porém 
uma escolha adequada deve ser feita entre os muitos produtos disponí
veis comercialmente.

Métodos quimiossistemáticos estão sendo usados com certa freqüência 
para a identificação de microrganismos, principalmente aqueles que 
fornecem dados quantitativos e cujos resultados podem ser analisados 
por computador. Perfil eletroforético de proteínas, perfil de ácidos graxos 
e pirólise estão substituindo os métodos convencionais.

O conhecimento da terminologia utilizada na taxonomia de um mi- 
croganismo é parte integrante da identificação. Assim, pode-se dizer 
que classificação e identificação não são sinônimos. A classificação de
fine grupos taxonômicos, e a identificação determina um organismo de 
taxonomia desconhecido para um grupo correto. Enquanto a classifica
ção estabelece um arranjo ordenado de grupos taxonômicos, a identi
ficação tenta comparar um organismo desconhecido com organismos 
padrões já estabelecidos, a fim de determinar se deve ser considerado 
como um membro de um desses grupos. Alguns podem ver a identifi
cação como uma aplicação prática de classificação, permitindo o reco
nhecimento correto de um microrganismo como um membro de um 
grupo taxonômico pré-existente.

Um sistema de identificação deve permitir eficiência e segurança na 
distinção de microrganismos. Para fins de identificação, qualquer siste
ma de classificação artificial será eficiente, desde que permita que o 
organismo seja identificado com aqueles outros que foram previamen
te colocados no sistema.

Embora classificação e identificação de microrganismos sejam pro
cessos distintos, ambos requerem culturas puras para serem examina
dos. As características usadas num sistema de identificação são limita
das por aquelas de caráter significativo, o que distingue um grupo do 
□utro. Via de regra, o sistema de identificação tenta usar um mínimo de 
características para se obter uma identificação mais segura. Como a 
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finalidade desses sistemas é fazer uma identificação correta e eficiente, 
as características incluídas nos sistemas de identificação são muitas ve
zes diferentes daquelas usadas nos sistemas de classificação.

Taxonomia é a ciência da classificação. Como ciência, é dinâmica e 
sujeita a mudanças com base nos dados disponíveis. Novos dados são 
necessários para que ocorram mudanças na taxonomia. Estas mudan
ças frequentemente resultam na mudança de uma classificação já exis
tente, na nomenclatura, no critério para identificação e no reconheci
mento de uma nova espécie.

A sistemática bacteriana pode ser dividida em três áreas principais:
Classificação é um arranjo ordenado do organismo com caracterís

ticas fenotípicas e genotípicas semelhantes dentro de um determinado 
grupo.

Nomenclatura é o significado através do qual as características de 
uma espécie são definidas, e é dado um nome de acordo com as regras 
internacionais recomendadas pelo International Committee of Systematic 
Bacteriology.

Identificação é o uso prático de uma classificação para distinguir 
um organismo de interesse.

Embora não seja oficial, Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology é 
aceito internacionalmente para classificação e identificação de bactérias.

IDENTIFICAÇÃO DE BACTÉRIAS

Métodos Tradicionais — Série Bioquímica
Para determinar suas características, as bactérias devem ser cultivadas 

puras, isto é, de células que são desenvolvidas a partir de uma única 
célula ou de uma única colônia isolada. Numa rotina, para economizar 
tempo, é suficiente usar subculturas de uma colônia simples isolada.

A temperatura de incubação correta é muito importante para se obter 
resultados adequados. Como regra, testes devem ser feitos sob tempera
tura ótima de crescimento. Para muitas bactérias de importância clínica, 
duas temperaturas são suficientes para testes de identificação, 35-37°C, e 
para bactérias Gram-negativas não-fermentativas de glicose, 30°C.

O requerimento de oxigênio é importante no isolamento de colô
nias. Testes devem ser feitos sob condições ótimas de exigências at
mosféricas, isto é, no ar (aeróbias e anaeróbias facultativas), no nitrogê
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nio com 10% de CO, e 5% de O, (organismos microaerófilos) e menos 
de 1% de O, (anaeróbios).

Para obter resultados reproduzíveis, o tempo de incubação é de grande 
importância. Em um estágio de multiplicação suficiente, deve-se obter 
no meio líquido uma turbidez ou precipitação, ou um bom crescimento 
superficial no meio sólido. Para se obter um bom crescimento, o meio 
de cultura pode ser suplementado com 5% de soro bovino ou por fato
res de crescimento nas bactérias fastidiosas, e com 3 a 7% de NaCl para 
as bactérias halofílicas. O tempo padrão de incubação é específico para 
cada teste e, assim, um período de incubação mais curto do que o 
prescrito é geralmente suficiente, especialmente se o teste for positivo.

O crescimento também é influenciado pelo tamanho do inóculo e o 
volume do meio de teste. O inóculo é especificado na quantidade “ponta 
de agulha” do meio sólido ou 0.2-0.3 ml do meio líquido. O volume do 
meio de teste é de 2-3 ml para tubos estreitos (diâmetro de 10 a 12 mm) 
ou 5-6 ml para os tubos de diâmetro de 16 mm. Para placas de Petri de 
90 mm de diâmetro, deve ser usado cerca de 25 ml de meio.

Um ponto essencial na identificação é o controle de qualidade. Todos 
os meios de cultura e reagentes devem ser testados com culturas apropria
das ou linhagem-tipo antes de serem colocados no uso rotineiro. Linha- 
gem-tipo é uma linhagem que foi designada como padrão representativo 
de uma dada espécie. Todas as outras linhagens incluídas como perten
centes à mesma espécie devem ser comparadas com a linhagem-tipo.

A Tabela 1 mostra testes primários que nem sempre são suficientes 
para a caracterização de bactérias, e testes específicos, que são comple
mentares para uma identificação mais segura.

CHAVE DE IDENTIFICAÇÃO

As tentativas clássicas de identificação de microrganismos envolvem 
o desenvolvimento de tabelas de diagnósticos e chaves de identifica
ção. Uma chave de identificação consiste em uma série de questões 
que conduzem para um sistema de classificação seguro e na determina
ção da identidade do microrganismo.

Numa chave, as propriedades descritivas devem estar dispostas de 
uma forma que os microrganismos possam ser facilmente identificados. 
São agrupados porque apresentam alguma propriedade de fácil reco
nhecimento.
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Chaves dicotômicas ou chaves de diagnósticos estão entre as primei
ras formas de esquemas de identificação de bactérias. São sistemas 
seqüenciais onde a identificação é conseguida passo a passo. A diagnose 
segue progressivamente por rotas ramificadas, dependendo das rea
ções positivas ou negativas dos testes. O caminho da identificação é 
unidirecional, e um simples erro na determinação de uma característica 
ou uma característica atípica poderá resultar em erro na identificação. 
Exemplos de chaves de identificação são apresentados na Fig. 1.

TABELA 1. Requerimentos mínimos e testes específicos normalmente usados na 
caracterização e identificação de bactérias.

REQUERIMENTO MÍNIMO TESTES ESPECÍFICOS
PARA IDENTIFICAÇÃO

Morfologia Celular coloração de Gram 
teste com KOH 
forma, arranjo e 
motilidade de esporos

posição e número de flagelos 
cápsulas
inclusões

Características 
de Crescimento

pigmentação colônia em meio sólido: 
forma, superfície, consistência, 
elevação, borda, odor

colônia em meio líquido: 
depósito, turbidez

Características
Fisiológicas

requerimento de oxigênio 
T°C ótima de crescimento

tolerância à temperatura, pH 
fatores de crescimento 
inibição por antibióticos: 
meios seletivos, NaCI

Características
Bioquímicas

utilização de glicose: 
fermentativo, 
oxidativo,
inerte
catalase
oxidase

produção de ácidos a partir de açúcares 
redução de nitrato 
denitrificação
Voges Proskauer
Vermelho de metila 
descarboxilase de arginina:
lisina, ornitina

hidrólise de amido:
gelatina, esculina, Tween 80 
utilização de citrato: 
malonato
produtos de fermentação 
hemólise
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TABELA DE DIAGNÓSTICOS

Complementando as chaves de identificação, existem as tabelas de 
diagnósticos que podem ser desenvolvidas para auxiliarem na identifica
ção de microrganismos. Tais tabelas sumarizam as características de gru
pos taxonômicos, mas não indicam uma separação hierárquica da taxa 
Tabelas de diagnósticos geralmente são mais complicadas do que chaves 
de identificação porque contém muito mais informações. Entretanto, nos 
casos onde algumas características são variáveis para diferentes grupos 
tabelas de diagnósticos são melhores do que as chaves para uma identi
ficação segura do microrganismo. As Tabelas 2 e 3 mostram exemplos de 
tabelas de diagnósticos para diferenciar gêneros de bactérias não-fer- 
mentadoras e bactérias fitopatogênicas, respectivamente.

MÉTODOS RÁPIDOS E AUTOMAÇÃO

Métodos rápidos e automação em microbiologia são uma área relati
vamente nova e dinâmica e estão, em sua maioria, baseados em méto
dos tradicionais ou série bioquímica. Com a utilização de técnicas bioquí
micas, químicas, biofísicas, imunológicas e sorológicas, os estudos para 
melhoria nos métodos para o isolamento, caracterização e enumeração 
de microrganismos isolados têm apresentado um grande desenvolvi
mento nas últimas décadas.

Kits Comerciais
Apesar da variedade de “kits” disponíveis no mercado, o seu uso 

tem sido restrito. Muitos foram direcionados para propósitos específi
cos, principalmente na identificação de grupos de bactérias de impor
tância médica. Dentro dessa restrição, existem aqueles que alcançaram 
sucessos confiáveis, mas podem surgir problemas quando o “kit” é usado 
para outras finalidades, como identificação de uma grande variedade 
de isolados do meio-ambiente. Neste contexto, é importante notar que 
o meio-ambiente natural contém uma variedade maior de taxa do que 
a encontrada nos laboratórios clínicos.

Essencialmente, dois tipos de “kits” comerciais foram desenvolvidos: 
aqueles que visam respostas bioquímicas dos microrganismos e aque
les baseados em reações sorológicas.
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TABELA 2. Exemplo de uma tabela de diagnóstico para diferenciar gêneros de bactérias 
não fermentadoras.

CARACTERÍSTICA PSEUDOMONAS ALCALIGENES ACHROMOBACTER

MacConkey agar + + +

Motil idade + + +

Glicose +/~ - +

Oxidase + + +

Hidrólise de uréia - +/—
Indol - - -

Ceto-lactose - - -

%G+C 58-70 57-70 66.9-69.8

CARACTERÍSTICA FLAVOBACTERIUM MORAXELLA ACINETOBACTER

MacConkey agar + + +

Motil idade - - -

Glicose + - -

Oxidase + +

Hidrólise de uréia - - -

Indol - - +

Ceto-lactose - - -

%G+C 36 40-46 39-47

“Kits” medem reações bioquímicas desenvolvidas no centro de cavi
dades dispostas em fileiras ou tiras de papel impregnadas com vários 
substratos liofilizados. Estes são reidratados por inoculação com uma 
suspensão bacteriana e, após um período pré-determinado de incuba
ção, os resultados são verificados por mudança de cor, geralmente de
pois da adição de reagentes. A identificação pode ser conseguida em 
24 horas ou até menos.

Alguns critérios devem ser considerados:
• Não existe um “kit” universal. Alguns organismos como Coryne- 

bacterium diphtberiae, nocardias e mycobacteria não podem ser iden
tificados por estes métodos rápidos.

• Cuidados são necessários na interpretação dos resultados. Um re
sultado via “kit” pode sugerir organismos improváveis ou inviáveis, e 
uma análise mal feita dos resultados pode causar equívocos.
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TABELA 3. Exemplo de uma tabela de diagnóstico para diferenciar gêneros de bactérias 
fitopatogênicas.

CARACTERÍSTICA CORYNEBACTERIUM AGROBACTERIUM ERWINIA

Gram-positiva + - -
Colônias amarelas + — —
ou laranjas
Pigmento em meio King - - -

Crescimento anaeróbio - - +
Mais de 4 flagelos - — +
peritríquios
Crescimento em D-L agar - + -
CARACTERÍSTICA PSEUDOMONAS XANTHOMONAS

Gram-positiva - -
Colônias amarelas — +
ou laranjas
Pigmento em meio King + -
Crescimento anaeróbio - —
Mais de 4 flagelos - —
peritríquios
Crescimento em D-L agar — —

• Métodos convencionais, tiras de papel ou discos possibilitam que 
o usuário faça sua própria escolha dos testes. Com “kit” isto já nào é 
possível; os métodos contém de 10 a 20 testes padronizados, mesmo 
que o usuário não necessite de todos os testes.

• Métodos convencionais, tiras de papel ou discos geralmente re
querem o julgamento do usuário, enquanto nos “kits” os resultados são 
interpretados por tabelas, gráficos ou programas de computador.

• Se a identificação final depende de sorologia, poucos testes seleti
vos serão adequados.

• Se a identificação depende dos testes bioquímicos, quanto mais 
testes usados, mais seguros serão os resultados. “Kits” podem, então, 
ser métodos de escolha quando o organismo é desconhecido, em in
vestigações epidemiológicas e também quando os serviços manufatu
rados de “kits” são particularmente úteis.

Alguns sistemas de “kits” comerciais disponíveis no mercado:
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Sistemas API (Analytab Products, Plainview, NY)
Suspensões cie células são adicionadas nas cavidades plásticas e in

cubadas por 24 horas. Alguns testes requerem adição de reagentes. Os 
resultados são analisados e registrados por códigos num perfil de regis
tros. Há também serviços de computação para identificação. 
API 20E - Enterobacteriaceae, Gram-negativos não-fermentadores. 
API 20S - Estreptococos.
API 20A - Anaeróbios.

Staph-ldent (Analytab Products, Plainview, NY)
Placas de plástico contendo substratos desidratados para 20 reações 

de caracterização de Staphylococcus spp.

Rapid E (Analytab Products, Plainview, NY)
Semelhante ao API 20 E, porém com 21 reações e incubação por 4 

horas.

Enterotubos (Roche Diagnostic Systems, Nutley, NJ)
São usados para identificação de Enterobacteriaceae. É um tubo plás

tico contendo substratos para 15 testes bioquímicos padrões e um fio 
de metal que atravessa cada substrato de ponta a ponta. Após a remo
ção da tampa com o inóculo na ponta do fio, passa-se o fio de metal ao 
longo dos compartimentos-testes com movimentos rotatórios. Os tubos 
são fechados e incubados a 37°C por 18 a 24 horas. Alguns testes neces
sitam de adição de reagentes.

Oxi-Ferm
Este sistema permite a identificação de organismos Gram-negativos 

não-fermentadores. O sistema Oxi-Ferm é semelhante ao enterotubo, 
porém oito meios diferentes são usados no tubo para a identificação.

Micro ID System (Organon Teknika Corp., Durham, NC)
O sistema identifica Enterobacteriaceae utilizando substratos incor

porados em tiras de papel. O sistema Micro ID é basedo nos resultados 
de 15 testes bioquímicos, e podem ser analisados em menos de 4 ho
ras. Os resultados são interpretados com o auxílio de um manual de 
códigos.
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Minitek II System (BBL Microbiology Systems, Cockersville, MS)
Permite a identificação de Enterobacteriaceae, Gram-negativos não- 

fermentadores (são 21 reações), cocos Gram-positivos (são 20 reações), 
Neisseria spp. (são 4 reações de caracterização). Consiste em discos de 
papel impregnados com substratos desidratados, nos quais uma suspen
são celular é adicionada para a determinação de reações características. 
Período de incubação variável, dependendo do organismo em teste. 
Resultados são interpretados utilizando-se uma tabela de cores.

Minitek Anaerobe II
Semelhante ao Minitek II, são 20 reações de caracterização, incuba

ção em condições anaeróbicas.

Computadores facilitam e auxiliam na identificação de microrganis
mos. Quando são usados, os dados obtidos de um microrganismo desco
nhecido podem ser rapidamente comparados com o banco de dados 
contendo as informações sobre as característricas de um taxon definido. 
É possível usar tabelas de diagnósticos em conjunto com computador. As 
tabelas são incorporadas dentro da memória do computador, os resulta
dos de organismos desconhecidos são comparados com cada uma das 
possibilidades e a correlação mais alta é dada como uma identificação.

Os sistemas de identificação computadorizados têm sido desenvolvi
dos para avaliar a probabilidade estatística de identificação de micror
ganismos. Tal tipo de sistema de identificação muitas vezes envolve o 
desenvolvimento e o uso de matrizes de probabilidade, que são compi
lações de freqüência de ocorrência das características de um microrga
nismo desconhecido dentro de um grupo taxonômico. Estas matrizes 
de probabilidade são desenvolvidas para caracterizar um número gran
de de linhagens pertencentes a cada grupo taxonômico. Deste modo, a 
variabilidade do grupo para uma característica particular pode ser de
terminada. Os resultados de um microrganismo isolado são rapidamen
te comparados com as matrizes de probabilidade.

Seguem alguns “kits”que usam programas de computador na identi
ficação de bactérias.

RapIDNH (Innovative Diagnostic Systems, Atlanta, GA)
Este sistema identifica Neisseria, Haemophilus e Moraxella spp. Sus

pensões celulares são inoculadas nas cavidades com substratos e incu
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bados. Após a incubação, reagentes são adicionados. Os resultados são 
analisados e comparados com padrões do manual ou por meio de ser
viços de computador.

Biolog Nutritional System (Biolog Inc., Hayward, CA)
Biolog MicroPlates testa a habilidade de uma bactéria utilizar (oxi

dar) 95 diferentes fontes de carbono pré-selecionadas. A identificação 
da bactéria é reproduzida por uma combinação de propriedades meta- 
bólicas dos isolados com a base de dados dos padrões. Os testes GN 
MicroPlate são para Gram-negativas, enquanto os GP MicroPlate são 
para Gram-positivas. Uma suspensão de bactérias (150 |xl) em 0.85% de 
salina é dispensada com multipipetador em cada uma das cavidades da 
placa e incubadas por 18 a 24 horas, entre 33 e 35°C. Os resultados 
podem ser analisados visualmente ou por meio de leitor de placas. 
Neste caso, a leitura deve ser feita no comprimento de 590 nm.

Vitck (Vitek Systems, Hazelwood, MO)
O sistema é rápido e muito usado nas indústrias. O material é inocu- 

lado nas cavidades por um multipipetador. Um módulo computadorizado 
faz leitura, e a identificação é feita após 8 horas de incubação. O siste
ma serve para a caracterização de anaeróbios (ANI), Bacillus spp. (Ba- 
cillus Biochemical Card), Gram-negativos (Gram-negative identification 
card - GNI) e Gram-positivos (Gram-positive identification card - GPI).

MÉTODOS SOROLÓGICOS

Existem vários métodos de reações sorológicas já descritas, incluin
do “whole-cell agglutination” (WCA), aglutinação em látex, testes dire
tos e indiretos com anticorpos fluorescentes, imunohistoquímica e en
saios imunoenzimáticos (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay - 
ELISA). A principal vantagem de testes sorológicos é a rapidez, e em 
alguns casos, como no WCA, o diagnóstico pode ser conseguido em 
poucos minutos. Com certos métodos como ELISA, existem “kits” dis
poníveis comercialmente. Resumindo, sorologia pode ser usada para 
identificar culturas bacterianas, componentes subcelulares ou bactérias 
embebidas com tecidos. A condição é a obtenção de um anticorpo 
seguro.
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MÉTODOS QUÍMICOS

Avanços recentes na bioquímica dos microrganismos têm revelado 
que as análises dos componentes celulares estão se tornando instrumen
tos essenciais na identificação e sistemática das bactérias.

Para que esses componentes celulares tenham efeito significativo na 
identificação das bactérias, devem estar normalmente presentes entre 
as bactérias a serem estudadas, e os dados devem ser homólogos entre 
as bactérias dentro de um taxon, enquanto existem diferenças significa
tivas entre as taxa.

A estrutura celular da maioria das bactérias é semelhante à primeira 
vista, principalmente DNA, membrana citoplasmática e a parede celu
lar. Entretanto, a ultra-estrutura desses componentes apresenta diferen
ças significativas e estas diferenças estão na sua natureza química. A 
variação desses componentes não está distribuída igualmente entre as 
bactérias. Cada tipo de variação é encontrada entre as bactérias do mesmo 
grupo, o que significa que essas diferenças químicas são específicas do 
taxon e são valiosas para identificação e classificação das bactérias.

A sistemática baseada nos componentes químicos é denominada qui- 
miotaxonomia ou quimiossistemática. Os métodos clássicos de testes bio
químicos e fisiológicos podem ser considerados influenciados por fato
res de crescimento, e às vezes os testes fornecem resultados variáveis e 
instáveis. Assim, um resultado negativo nem sempre significa ausência 
de atividade, podendo ser uma resposta ao fraco crescimento do microrga- 
nismo. Para tanto, as culturas devem crescer nas mesmas condições e 
devem ser usadas no mesmo estágio de crescimento, para assegurar a 
uniformidade das influências do meio. Porém, isto pode ser difícil, e às 
vezes impossível, se os organismos diferem fisiologicamente, como 
termófilos, psicrófilos, aeróbios e microaeróbios. Um dos pontos positi
vos da quimiossistemática é o fato de possibilitar a análise química dos 
microrganismos crescendo em diferentes condições de cultivo.

Quando comparamos bactérias somente na composição química dos 
componentes celulares, a variação observada é o resultado de diferen
ças genéticas e não de um efeito do meio-ambiente. Dentre os vários 
componentes químicos usados, somente DNA e RNA cromossômico 
não são afetados pelas condições de cultivo.

O progresso no desenvolvimento de instrumentos analíticos, princi
palmente na tecnologia dos métodos cromatográficos, como a croma- 
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tografia em camada delgada (TLC), gasosa (GC), líquida-gasosa (GLC) e 
líquida de alta eficiência (HPLC), tornou frequente o uso dos métodos 
quimiossistemáticos, que podem ser operados em qualquer laboratório. 
Com o uso dessas técnicas é possível separar e identificar as moléculas 
químicas encontradas nos diferentes componentes celulares.

Os métodos químicos variam na rapidez e facilidade do uso, porém, 
no conjunto, produzem dados valiosos para esquemas de identificação. 
Portanto, a quimiossistemática fornece um suplemento útil para os mé
todos tradicionais na identificação e classificação, desde que sejam to
mados os cuidados necessários.

Principais componentes celulares usados na identificação de bactérias:
• parede celular - estrutura de peptideoglicanos, ácido murâmico, açú
cares;
• membrana citoplasmática - distribuição de fosfo e glicolipídeos, isopre- 
nos e quinonas, ácidos graxos;
• membrana externa - lipopolissacarídeos, ácidos micólicos.

Peptideoglicano
O peptideoglicano é o principal componente da parede celular de 

bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e cianobactérias. A estrutura 
química do peptideoglicano das bactérias Gram-negativas, com poucas 
exceções, é praticamente uniforme. Entretanto, muitas bactérias Gram- 
positivas apresentam uma variação qualitativa na estrutura primária do 
peptideoglicano devido à composição de aminoácidos e açúcares. Es
ses dados fornecem informações importantes que contribuem para a 
identificação e classificação dessas bactérias. Nas bactérias Gram-posi
tivas, a composição de aminoácidos da parede celular é um critério 
importante em termos de gênero, enquanto a composição dos açúcares 
pode auxiliar na distinção entre espécies.

Os métodos para determinar diferenças nos tipos de peptideoglicano 
são especializados e não costumam ser usados rotineiramente para um 
grande número de bactérias.

Proteínas
O perfil eletroforético de proteínas tem fornecido valiosas informa

ções adicionais nos estudos de identificação e sistemática de microrga
nismos e tem sido aplicado com sucesso para vários microrganismos de 
importância médica e ecológica.
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A eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) de proteínas totais, 
proteínas solúveis de bactérias, produz padrões de bandas que podem 
ser considerados como marcas (impressões) altamente específicas den
tro de diferentes taxa de bactérias. Uma das técnicas eletroforéticas mais 
usadas é a eletroforese de proteínas totais (ou proteínas da parede ce
lular) na presença de um detergente aniônico dodecilsulfato de sódio 
(SDS).

O conjunto de padrões de bandas pode ser quantificado e compara
do por meio do uso de técnicas computatorizadas, permitindo a elabo
ração de uma base de dados de identificação automatizada de amostras 
de bactérias.

Assim, SDS-PAGE de padrões de proteínas totais combinada com a 
análise do computador permite a identificação de um número de dife
rentes tipos de perfis eletroforéticos de várias espécies de bactérias. 
Taxonomicamente, este método diferencia níveis de espécies e sub- 
espécies.

Embora haja a necessidade de manter as condições de cultivo das 
bactérias padronizadas, a eletroforese de proteínas oferece vantagens 
como a estabilidade do padrão eletroforético, a comparação dos perfis 
eletroforéticos fornece uma medida segura da relação taxonômica de 
amostras analisadas, os padrões podem ser armazenados em base de 
dados (como registro de densitometria) e comparados por técnicas de 
análise numérica, uma vez estabelecidos perfis eletrofréticos definidos 
e seguros, bibliotecas de referências podem ser construídas para a iden
tificação de novos isolados.

Lipídeos, ácidos graxos
Os estudos sobre a fisiologia e o metabolismo de lipídeos e ácidos 

graxos de vários microrganismos, juntamente com o desenvolvimento 
de métodos e procedimentos práticos para a sua determinação, têm 
fornecido dados suficientes para a caracterização e identificação de mi
crorganismos.

Os lipídeos de microrganismos são encontrados na parede celular 
como ácidos livres, glicolipídeos e formando complexos com polis- 
sacarídeos. Existem quatro classes importantes: ácidos graxos de ca
deia longa, ácidos micólicos, lipídeos polares e quinonas isoprenóides.

Os ácidos graxos componentes da célula de uma bactéria não são 
alterados por condições de cultivo, porém sua composição é afetada. 
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Para comparar a composição dos ácidos graxos dentro de um grupo 
de bactérias, condições de cultivo devem ser padronizadas para todas 
as amostras que serão analisadas.

Muitos lipídeos, mas não todos, são removidos por extração com 
um solvente orgânico. No entanto, para determinar ácidos graxos to
tais, as células devem ser hidrolizadas com ácido ou base. A hidrólise 
é o ponto crítico na obtenção de resultados finais confiáveis.

Alterações na composição de alguns metil ésteres de ácidos graxos 
(FAMEs) entre bactérias podem ser observadas por TLC. As amostras 
são aplicadas numa placa de sílica e desenvolvidas com uma mistura 
de hexano e dietil éter (4:l,v/v). De acordo com a polaridade, o fracio- 
namento auxilia na separação e a identificação por cromatografia líqui- 
da-gasosa (GLC).

Os ácidos micólicos de alto peso molecular são encontrados somente 
em algumas linhagens de Corynebacterium, Mycobacterium, Nocardia 
e Rbodococcus. As moléculas contêm um número total de carbonos 
de 24 a 90 e atuam como uma barreira impermeável na reação “acid 
fast” e coloração negativa de Gram. Diferenças na estrutura dos áci
dos micólicos são critérios utilizados na classificação e identificação 
dos membros dessas taxa.

Ocorrendo em todas as bactérias, os lipídeos polares são muitas 
vezes considerados como lipídeos livres, desde que possam ser extraí
dos facilmente por embebição das células em solventes orgânicos apro
priados. São facilmente analisados por TLC. Os mais comuns são os 
fosfolipídeos, incluindo outros tipos como os glicolipídeos. Fosfolipí- 
deos ocorrem em muitas bactérias, mas actinomicetos e corineformes 
contêm fosfolipídeos característicos. Os glicolipídeos estão amplamente 
distribuídos entre as bactérias Gram-positivas e são usados como mar
cadores químicos.

Os isoprenóides ou quinonas respiratórias são encontrados na mem
brana plasmática de todas as bactérias aeróbias e são constituídas de 
dois tipos: isoprenóides menaquinonas e isoprenóides ubiquinonas. 
Apresentam funções importantes no transporte de elétrons, fosforilação 
oxidativa e possivelmente no transporte ativo. São extraídos normal
mente com solventes orgânicos e analisadas por TLC ou HPLC de fase 
reversa.

Muitas bactérias contêm ubiquinonas ou menaquinonas, ou ambas. 
Bactérias Gram-negativas estritamente aeróbias apresentam somente ubi-
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quinoinas com 9 unidades isopreno, enquanto as bactérias entéricas 
(anaeróbias facultativas) contêm uma mistura de menaquinonas e ubi- 
quinonas. Bactérias Gram-negativas estritamente anaeróbias produzem 
somente menaquinonas. Nas bactérias láticas geralmente há ausência 
de isoprenóides, e a maioria das bactérias pertencentes ao gênero Ba
cillus apresentam menaquinonas.

A análise de ácidos graxos por HPLC é também muito usada na iden
tificação de microrganismos devido à facilidade no processo de auto
mação. A produção de um perfil leva cerca de 60 a 90 minutos, e o 
equipamento compara os perfis com os traços armazenados no compu
tador.

Pirólise de componentes celulares
Outro método que oferece vantagens pela rapidez e automação é a 

pirólise.
Pirólise é uma técnica na qual uma amostra orgânica é decomposta 

através de um aquecimento rápido, e os produtos decompostos são 
analisados por GLC (PGLC). A técnica é semelhante a outras formas de 
GLC, onde apenas os compostos que são voláteis sob as condições de 
análise serão separados e detectados.

No entanto, em alguns casos, dados desses estudos não são muito 
confiáveis. Por exemplo, os pirogramas de diferentes espécies de bac
térias podem apresentar resultados idênticos, com pequenas diferenças 
quantitativas que dificultam a leitura e comparação dos cromatogramas.

Assim, as técnicas na instrumentação de PGLC têm sido melhoradas 
com o uso de colunas capilares para maior resolução e com o emprego 
de computadores para coleta, armazenamento e processamento de 
dados.

A PGLC pode ser usada juntamente com o espectrômetro de massa 
(pirólise-MS) para se obter informações químicas sobre os produtos re
sultantes da pirólise. Espectrometria de massa de microrganismos pi- 
rolizados resulta em perfis de massa de íons que diferem entre as linha
gens. A análise de dados que fornece as diferenças entre espécies é bas
tante complexa, sendo baseada em vários procedimentos de exclusão, e 
na qual é determinada uma combinação de caracteres quantitativos que 
melhor diferenciam um conjunto estabelecido de taxa. A análise de dife
renciação simplesmente indica aqueles caracteres que melhor definem a 
taxa. Essencialmente, o método envolve a determinação dos perfis de 
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padrões de referência. Perfis de organismos desconhecidos podem en
tão ser comparados com os padrões de referência, e a identificação é 
determinada com os padrões de correlação. O método é mais complexo 
e de custo mais elevado do que PGLC, mas tem a vantagem de ser mais 
rápido, com resultados avaliados por computador.

MÉTODOS BASEADOS NA ANÁLISE
DE ÁCIDOS NUCLÉICOS

Determinação na Composição das Bases do DNA
A parte mais laboriosa deste método é a preparação e purificação do 

material. Essencialmente, células são lisadas com detergentes, tal como 
o dodecil sulfato de sódio (SDS). Células Gram-positivas devem ser 
antes digeridas com lisozimas. As proteínas são removidas por digestão 
de uma protease não-específica (por exemplo, pronase) e desprotei- 
nização química usando fenol ou clorofórmio. O RNA é removido com 
RNAse e o DNA pode ser seletivamente precipitado na presença de 
ribooligonucleotídeos por isopropanol. DNA é concentrado e purifica
do por precipitação em etanol. É importante que o DNA esteja livre de 
proteínas, RNA e carboidratos, porque esses componentes podem in
terferir nas análises da determinação da composição das bases. Para 
maiores detalhes sobre extração de DNA, consultar o capítulo 7.

Estimativa direta na composição dos nucleotídeos do DNA envolve 
a hidrólise, seguida de uma separação e quantificação dos produtos 
por HPLC. Embora a análise por HPLC seja mais rápida, ela é menos 
usada do que a análise físico-química. Esta análise mede alguns 
parâmetros físicos da molécula dupla e relaciona em % mol G+C usan
do uma fórmula empírica. Entre as bactérias, o valor de % mol G+C é 
constante para um dado organismo.

Hibridização
A aplicação da biologia molecular, particularmente técnicas de hibri

dização de ácidos nucléicos, tem revolucionado a identificação de mi
crorganismos através do desenvolvimento de sondas (probes) de áci
dos nucléicos. Se dois organismos diferem fenotipicamente, isto é, um 
reflexo de diferenças na seqüência do genoma, esta diferença pode ser 
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detectada, pelo menos teoricamente, por uma sonda de hibridização. 
Quando comparações lado a lado são feitas e comparadas, por sua vez, 
com os padrões documentados, este método pode ser apropriado para 
identificação. Os padrões são geralmente simples e não são adequados 
para a identificação de um organismo desconhecido contra uma grande 
variedade de gêneros. É mais um método onde a identidade aproxima
da de um organismo desconhecido é conhecida, e para quando existe 
a necessidade de uma distribuição a nível de subespécies ou biótipos.

Na hibridização com o DNA, as sondas podem ser direcionadas a 
uma variedade de sequências dependendo dos objetivos do teste. Exis
tem duas classes de sondas, as desenvolvidas empiricamente e aquelas 
direcionadas a uma sequência de bases específica. Sonda empírica é 
feita a partir de todo o DNA celular.

Outra aplicação muito usada das sondas é hibridização direta do 
DNA de colônias, sem a necessidade da extração do mesmo e separa
ção em gel de agarose. Colônias sobre placas são transferidas para uma 
membrana de nitrocelulose, lisadas e então processadas para retirar as 
proteínas e desnaturaçào dos ácidos nucléicos para uma fita simples. A 
hibridização é então feita diretamente no filtro de nitrocelulose. Um 
problema muito comum neste procedimento é a presença de materiais 
contaminantes, mas pode ser minimizado por uma modificação nas 
condições de processamento.

Este método tem sido usado nos estudos do meio-ambiente, tais como 
enumeração e detecção de bactérias de solo e do conteúdo de rúmen 
de animais. Tem também aplicação na detecção e manutenção de plas- 
mídeos liberados por microrganimos, em particular organismos gene
ticamente manipulados (GEMS).

Reação PCR (Polymerase Chain Reaction - Reação da Polimerase 
em Cadeia)
A técnica se baseia na amplificação de sequências conhecidas do 

DNA.
Consiste numa reação enzimática em cadeia de uma seqüência espe

cífica do DNA usando iniciadores, “primers” (oligonucleotídeos sintéti
cos) que hibridizam a fita oposta e flanqueiam a região de interesse no 
DNA-alvo. Uma série de ciclos repetitivos envolve a denaturação do 
“template” pela elevação da temperatura para 94 a 95°C. Na fase do 
anelamento do “primer”, a temperatura é reduzida para uma média 
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entre 55 a 72°C dependendo da composição das bases, comprimento e 
seqüência do “primer” utilizado, permitindo a hibridização DNA-DNA 
de cada “primer” com as sequências complementares que flanqueiam a 
região-alvo.

A elongação dos “primers” anelados por DNA polimerase (a tempe
ratura é elevada para 72°C) resultam num acúmulo exponencial de um 
fragmento específico do DNA-alvo. A extensão do “primer”, produto 
sintetizado em um ciclo, serve como um “template” para o próximo 
ciclo. O número de cópias do DNA alvo dobra a cada ciclo. Assim, 20 
ciclos de PCR produzem amplificação de cerca de 1 milhão de vezes.

O uso da técnica PCR oferece vantagens em relação às metas tradicio
nais de identificação porque o método é rápido e versátil, possibilitan
do que um grande número de isolados possa ser caracterizado em cur
to espaço de tempo.

RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA - Poliformismo
de DNA Amplificado ao Acaso)
Também conhecida como AP-PCR (Arbitrarily Primed - Polymerase 

Chain Reaction), uma vez que os “primers” possuem seqüência arbitra
da, mas a amplificação ocorre em lugares específicos no genoma, e não 
io acaso. Esta técnica está sendo usada com certa freqüência na pes
quisa de identificação de fungos e bactérias, apresentando vantagens 
sm relação aos outros métodos, como rapidez, processamento de gran
de número de microrganismos, isenção da utilização de sondas radio- 
itivas. Também proporciona uma redução no custo e aumento na se
gurança utilizando menores quantidades de DNA, não necessitando de 
nformações sobre seqüência de nucleotídeos do genoma.

Entretanto, para a utilização desta técnica deve-se trabalhar com 
julturas puras do microrganismo, pois os “primers” são aleatórios e 
3odem reconhecer qualquer DNA contaminante que esteja na mistura. 
D capítulo 8 deste volume descreve o uso da técnica RAPD nos estudos 
le ecologia microbiana.

RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism - Polimorfismo 
no Comprimento de Fragmentos de Restrição)
O polimorfismo no comprimento de fragmentos obtidos por corte 

la fita dupla de DNA é evidenciado pela fragmentação do DNA através 
io uso de enzimas de restrição, que resulta em fragmentos de diferen
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tes comprimentos, e por hibridização destes fragmentos com seqüên- 
cias homólogas de DNA marcadas com radioatividade. Para a detecção 
do polimorfismo é necessário que as seqüências dos nucleotídeos nas 
fitas de DNA de dois ou mais organismos sejam distintas.

A técnica de RFLP vem sendo utilizada para investigar as relações 
fitopatogênicas de fungos e bactérias em vários níveis taxonômicos, 
principalmente nos níveis de subespécies, variedades, formas específi
cas. Apesar da eficiência da técnica na identificação de microrganis
mos, há algumas desvantagens como custo elevado, necessidade de 
radioisótopos, além da complexidade do método para ser utilizado ro
tineiramente.

CONCLUSÃO

A escolha de um método adequado para identificar um microrganis- 
mo deve ser feita de acordo com a natureza da investigação, o conhe
cimento profissional, a habilidade do pesquisador ou da equipe técnica 
e a disponibilidade do laboratório. Além disso, o conhecimento sobre 
o procedimento de consulta à literatura correlata é fundamental para o 
êxito na identificação segura de um microrganismo.

Considerando que os métodos tradicionais de identificação de bac
térias apresentam limitações de tempo e segurança, sobretudo quando 
se trata de subespécies, variedades etc, e até mesmo de espécies mor- 
fologicamente semelhantes, a pesquisa tem recorrido com grande inten
sidade ao uso de técnicas moleculares, principalmente em casos de 
microrganismos para o uso biotecnológico. Técnicas moleculares basea
das na imunologia e análise de ácidos nucléicos têm sido aplicadas nas 
diversas áreas da microbiologia, como técnicas complementares de iden
tificação, com algumas vantagens: rapidez, segurança e especificidade 
no diagnóstico.
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INTRODUÇÃO

Metabólitos secundários são compostos especiais com estruturas geral
mente diferentes das de metabólitos primários como açúcares, aminoácidos 
e ácidos orgânicos, dos quais são derivados. Entre estes compostos encon- 
tram-se antibióticos, pigmentos, toxinas, indutores de competição ecológica 
e simbiose, pesticidas, inibidores de enzimas, agentes moduladores de res
posta imunológica, agentes anti-tumorais, feromônios e promotores de cres
cimento de animais e plantas (Demain, 1992). O metabolismo secundário 
não é essencial para o crescimento dos microrganismos que os produzem, 
mas é uma via alternativa que colabora para a sua sobrevivência na natu
reza. Metabólitos originários desta via possuem estruturas químicas pouco 
comuns como novos açúcares e nucleosídeos, policetídeos e peptídeos cíclicos 
compostos por aminoácidos não naturais. A produção de metabólitos se
cundários por microrganismos encontra ampla aplicação na área de fármacos 
e de agroquímicos (Robinson, 1988). Entre os microrganismos utilizados 
citam-se actinomicetos, fungos filamentosos e algumas linhagens de Bacillus 
produtoras de antibióticos-peptídicos. Streptomicetos, em especial, produ
zem substâncias variadas como policetídeos e peptídeos com aminoácidos 
não protéicos (Robinson, 1988; Donadio etal., 1991; Katz & Donadio, 1993; 
Kleinkauf & von Dõhren, 1995).
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ANTIBIÓTICOS PEPTÍDICOS

Antibióticos de estrutura peptídica podem ser elaborados sem a parti- 
ipação direta do ribossoma através de uma série de reações catalizadas 
>or enzimas multifuncionais chamadas peptídeo sintetases (Kleinkauf & 
'on Dõhren, 1987, 1990, 1996; Marahiel, 1992; Stachelhauss & Marahiel,
995) . Neste caso, a adição de inibidores da síntese protéica como ciclo- 
íeximida não inibe a síntese peptídica, enfatizando a característica de um 
irocesso não ribossomal.

Alguns antibióticos, também com estrutura peptídica, são sintetizados 
>elo ribossoma, sendo porém constituídos somente por aminoácidos pro- 
éicos. Embora geneticamente codificados, sofrem diversas modificações 
)ós-translacionais como no caso dos lantibióticos (Fig. la), antibióticos- 
>eptídicos de estrutura complexa produzidos por diversas bactérias Gram- 
>ositivas que têm como característica a presença de resíduos de lantionina 
Hansen, 1993).

Diversos peptídeos já foram identificados como originários da via não- 
ibossômica (para uma lista atualizada, consultar Kleinkauf & von Dõhren,
996) . Estes metabólitos possuem estruturas lineares ou cíclicas, sendo 
ompostos por aminoácidos modificados, incluindo ácidos graxos e hidroxi- 
cidos, como no caso de iturinas e eniatinas, respectivamente (Maget- 
)ana & Peypoux, 1994; Zocher etal., 1982). Em cianobactérias, por exem- 
>lo, peptídeos altamente tóxicos para mamíferos (microcistinas) são pro- 
luzidos por enzimas multifuncionais (Meissner etal., 1996; Bõrner, 1996). 
Característica destas cianotoxinas é a presença do aminoácido Adda (áci- 
lo 3-amino-9-metoxi-2,6,8-trimetil-10-fenil-deca-4, 6-dienóico), compos- 
□ por 20 átomos de carbono (Fig. lb).

Diversos lipopeptídeos são produzidos por Bacillus subtilis, como 
urfactina (Vater, 1986), micosubtilina e bacilomicina (Landy etal., 1948; 
lesson etal., 1978); estes últimos pertencem a uma classe de lipopeptídeos 
hamados iturinas (Besson et al., 1976; Maget-Dana & Peypoux, 1994) 
Fig. lc). Iturinas atuam sobre a membrana citoplasmática de fungos, con- 
•ibuindo para o antagonismo de B. subtilis (Phae etal., 1990; Klich etal., 
991,1994; Citemesi etal., 1994). Surfactina não é um bom fungicida, mas 
s suas propriedades surfactantes potencializam a atuação da iturina, ha- 
endo portanto um sinergismo na atuação destes antibióticos (Thimom et 
l., 1992; Asaka & Makoto, 1996).
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FIGURA 1. Antibióticos-peptídicos produzidos por microrganismos. Estrutura A - subtilina, 
lantibiótico produzido pelo ribossoma em B. subtilis, após diversas modificações translacionais 
(os aminoácidos com a configuração D em relação ao carbono alfa estão indicados por “D"); B - 
microcistina LR, hepato-toxina produzida pela via não ribossômica em M aeuginosa e Anabaema 
spp.,- C - Iturina A, lipopeptídeo com atividade fungicida produzido por B. subtilis pela via não 
ribossômica (n = 0 ou 1); D - paracelsina A, um "peptaibol" produzido por Trichoderma 
saturnisporum, provavelmente sintetizado por enzimas multifuncionais.
Abreviações: ABA (ácido amino butírico); Ala-S-Ala (lantionina); ABA-S-Ala (b-metil-lantionina); 
DHA (desiro-alanina); DHB (desidro-butirina ou b-metil-desidro alanina); Adda (ácido-3-amino-9- 
metoxi-2,6,8-trimetil-10-fenil-deca~4,6-denóico); D-eritro-Me-Asp (D-eritro-metil ácido aspártico).
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Algumas linhagens de Trichoderma produzem peptídeos chamados 
“peptaibols”, também capazes de modificar a polaridade e permeabilidade 
de membranas, participando ativamente de processos de controle biológi
co de fungos fitopatogênicos (El Hajji etal., 1987). Acredita-se que, duran
te o micoparasitismo, ocorra um sinergismo entre a expressão de enzimas 
hidrolíticas e a produção de “peptaibols” pelo fungo Trichoderma harzia- 
num (Schirmbõck etal., 1994). “Peptaibols” são constituídos por 19 a 20 
aminoácidos, havendo alta proporção de dois aminoácidos pouco co
muns, ácido a-amino isobutírico e isovalina, além de apresentarem a ex
tremidade N-terminal acetilada e possuírem um amino álcool na extremi
dade C-terminal (Ritieni etal., 1995) (Fig. ld). A biossíntese do “peptaibol” 
alameticina (Brewer etal., 1987) foi parcialmente caracterizada por Mohr 
& Kleinkauf (1978), confirmando a participação de uma enzima multi
funcional.

Outros antibióticos originários da via não-ribossômica incluem a ciclos- 
porina A, que possui atividade imunossupressora (Lawen et al., 1989; 
Dittmann etal., 1994), substâncias fitotóxicas como toxina HC, tentoxina 
e siringomicina, entre outras (Kleinkauf & von Dõhren, 1996), além de 
peptídeos com atividade inseticida como destruxinas e beauvericinas, pro
duzidos respectivamente por Metarhizium anisopliae e Beauveria bassiana 
Pais etal., 1981; Jegorove/a/., 1993; Peeters etal., 1983; Bateman, 1997). 

Entre estes compostos incluem-se ainda sideróforos-peptídicos produzi
dos por Pseudomonas aeruginosa (Buysens et al., 1996; Marschner & 
Crowley, 1997) e peptídeos contendo ácido D-lisérgico produzidos por 
ascomicetos como Claviceps purpurea (Riederer et al., 1996; Walzel & 
Keller, 1996; Walzel etal., 1997).

O tripeptídeo ô-(L-a-aminoadipil)-L-cisteinil-D-valina (ACV) é o precursor 
de P-lactama, antibióticos como penicilinas e cefalosporinas. A biossíntese 
de penicilinas em fungos filamentosos como Penicillium chrysogenum e 
Aspergillus nidulans requer a participação de três enzimas (Fig. 2), ACV 
sintetase (ACVS), isopenicilina N sintetase (IPNS) e acil-coenzima Aiácido 
5-aminopenicilanico aciltransferase (ACT) (Baldwin & Abraham, 1988).

Um outro mecanismo de síntese não-ribossômica envolve a formação 
de intermediários de ester de fosfato, ao contrário de carboxi-tioester liga
dos covalentemente ao suporte enzimático. Como exemplo de biossíntese 
ítravés de ester de fosfato temos o tripeptídeo glutationa (y-glutamil-cisteinil- 
?licina) e o peptídeo cíclico micobacilina, também produzido por B. subtilis
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e que apresenta atividade fungicida. Na biossíntese por intermediários de 
fosfato não há formação de ligações covalentes entre enzima e substrato, 
e as sintetases envolvidas não apresentam nenhuma semelhança na sua 
estrutura primária com as sintetases que seguem o mecanismo de tiotemplato 
(Meister, 1988; Kleinkauf & von Dõhren, 1996).
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FIGURA 2. Biossíntese de b-lactama antibióticos. A etapa inicial da biossíntese de 
penicilinas e cefalosporinas é catalizada por uma peptídeo sintetase: 
d-(L-a-aminoadipil)-L-cisteinil-D-valina (ACV) sintetase.
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PEPTÍDEO SINTETASES

Peptídeo sintetases constituem uma família de enzimas multifuncionais 
capazes de produzir peptídeos biologicamente ativos a partir de substratos 
<geralmente L-aminoácidos), em muitos casos não-protéicos (Kleinkauf & 
yon Dõhren, 1987,1990). O interesse por estas enzimas tem sido motivado 
pela busca de uma rota de biossíntese de peptídeos que seja independen
te do ribossoma, já que estas multienzimas podem catalizar até 40 reações 
como no exemplo da ciclosporina sintetase, uma multienzima com mais 
de 1.000 kDa expressa por um quadro aberto de leitura 45.8 kb (Weber 
?tal., 1994).

A seqüência de reações envolve a ativação de grupamentos carboxila, 
"ormando acil-adenilatos associados à enzima; formação de acil-tioésteres 
igados covalentemente à enzima e transferência do aminoácido ativado 
□ara o próximo intermediário (acil-enzima tioester), formando uma liga
rão peptídica de acordo com a seqüência de reações abaixo:

1. aa + ATP * ► AMP-aa + PPi (formação de amino acil-adenilatos)
2. aa-AMP + Enz-SH —* Enz-S-aa + AMP (tioesterificação)
5. Enz-S-aa, + Enz-S-aa2 ~► Enz-S-aa2-aa, (condensação) 
í. Enz-S-aa^aa, -► aa,-aa2 + Enz-SH (terminação)

□nde (aa = aminoácido; PPi = pirofosfato)

Ao ténnino da reação, o peptídeo deve ser liberado por ciclização, com 
i formação de uma ligação interna (amida ou ester), ou por hidrólise do 
ioester seguida ou não de modificação da extremidade carboxi-terminal 
Kleinkauf & von Dõhren, 1996).

Peptídeo sintetases são enzimas compostas de regiões com alta similari- 
lade de seqüência chamadas “domínios”, onde ocorre a ativação de amino- 
icidos (reações 1, 2 e 3 acima). Uma estrutura modular foi evidenciada 
nicialmente por Smith et al. (1990) após a clonagem e o seqüenciamento 
lo gene da ACV sintetase de P.chrysogenum. Estruturas modulares tam- 
)ém são encontradas em outras enzimas do metabolismo secundário em 
nicrorganismos na biossíntese de policetídeos (Donadio etal., 1991; Katz 

Donadio, 1993)- Em peptídeo sintetases, estruturas altamente conserva- 
ias foram identificadas, e o pareamento de seqüências de diversas enzimas 
jue utilizam ATP para ativação de substratos como acetil-coenzima A ligases, 
uciferases e diversas peptídeo sintetases já clonadas, seqüenciadas e ca
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racterizadas; além do pareamento com ácido graxo sintetases, N-metila 
transferases, epimerases e tioesterases, permite que se associe determina
dos segmentos da estrutura primária destas enzimas com a atividade catalítica 
(Turgay & Marahiel, 1992; Stachelhauss & Marahiel, 1995; Kleinkauf & 
von Dõhren, 1996; Dieckmann et al., 1997). Os segmentos listados na 
Tabela 1 foram descritos por Kleinkauf & von Dõhren (1996). Estes mes
mos autores sugerem uma distinção entre módulo e domínio para o arran
jo estrutural de uma peptídeo sintetase. Desta forma, módulo correspondería 
ao segmento de DNA que codifica a informação para a adição de um 
amino ou hidroxiácido, juntamente com alguma atividade catalítica asso
ciada à sua modificação (por exemplo, racemização ou N-metilação). O 
segmento protéico correspondente seria denominado de unidade da 
sintetase. Fragmentos protéicos obtidos por proteólise limitada (por exem
plo, Skarpeid etal., 1990; Pieper etal., 1995) são chamados domínios para 
indicar sua integridade estrutural e provável autonomia funcional. Estes 
domínios são compostos por subdomínios que apresentam provavelmen
te uma estrutura similarmente definida.

Desta forma, inseridos em um domínio de ativação genérico para um 
amino ou hidroxiácido encontram-se os subdomínios de formação de 
adenilatos, de transferência de grupamentos acila (ou de tioesterificação), 
de condensação, subdomínio com atividade de epimerase e subdomínio 
com atividade de N-metila transferase. A Fig. 3 representa uma possível 
organização estrutural para um domínio em uma peptídeo sintetase. Ressal
tamos os subdomínios associados às atividades catalíticas citadas acima e 
os prováveis sítios envolvidos na catálise, listados na Tabela 1. Um domí
nio genérico contém as atividades de adenilação, tioesterificação e con
densação. Os subdomínios com atividade de N-metila transferase, epimerase 
e (talvez) tioesterase poderíam estar inseridos nas regiões indicadas (Ta
bela 1 e Fig. 3).

Uma etapa importante na biossíntese corresponde à fonnação de inter
mediários covalentemente ligados à enzima na forma de tioester. A idéia 
original do mecanismo chamado “tiotemplato” (Lipmann, 1971) envol
vería a ligação dos substratos à enzima, formando tioesteres com a ca
deia lateral de resíduos de cisteína. Com a ajuda de um cofator central, 
4’-fosfopantotenato (PAN), seria promovida a condensação de amino
ácidos através de uma transferência de grupamentos acila da cadeia 
lateral de cisteínas para o grupamento SH da extremidade cisteamina do 
mesmo cofator (Fig. 4).
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rABELA 1. Sequências peptídicas associadas à ligação de substratos ou atividades 
zatalíticas parciais na síntese peptídica não ribossomal.

iegmentos (a-i) são encontrados em acil-CoA sintetases e peptídeo sintetases.
iegmentos com a identificação (bl) estão presentes em peptídeo sintetases sem atividade de epimerase; seg- 
lentos com a identificação (b2) estão presentes em peptídeo sintetases com atividade de epimerase.
Lnticorpos gerados contra o peptídeo YTSGTTGRPKG são capazes de reconhecer enzimas como acetil- 
oenzima a ligases e peptídeo sintetases de origens variadas (Etchegaray et al., 1996a, 1997a)

;eqüência(S)1S! CARACTERÍSTICA

i) LTXXELXXELXXXALXR presente em enzimas que ativam substratos 
utilizando ATP, formando acil-adenilatos

>) AVXXAXAXWXIDXXYPXER

:) YTSGTTGXPKG3 identificado como provável sítio de ligação de AMP 
(Bairoch, 1991)

j) IIXXYGXT presente em enzimas que ativam substratos 
utilizando ATP, formando acil-adenilatos.

!) GELXIXGXXVAR
) RLYRTGDL
j) IEYLGRXDXQVKIRXXRIELGEIE

seqüências associadas à ligação de ATP (adenosina)

presente em enzimas que ativam substratos 
utilizando ATP, formando acil-adenilatos

I) LXXYMVP associada à ligação de ATP e potencial mente 
à ligação de coenzima A (CoA)

) LTXXGKLXRKAL

) LGGXSIXAI
potencialmente associada a ligação de CoA 
sítio de ligação do cofator 4’- fosfopantotenato, 
percursor da CoA. Presente também em ácido 
graxo sintetases e policetídeo sintetases

-b,) YPSVXXQXRMYIL associadas ao domínio de formação da ligação 
peptídica (condensação)

-bs) LXPIQXWF
■b,) LIXRHEXL
■b2) LXXXHD
i-b,) DMHHIIXDGXSXXI potencialmente envolvida na reação de 

condensação

i-b2) HHXXVDXVSWXIL
-b,) LSKXGQXDIIXGTPXAGR associadas ao domínio de formação da ligação 

peptídica (condensação)
-b2) VXXEGHGRE
>-b,) IXGMFVNTXLALR 
>-b2) TVGWFTXXXPXXL 
•) PXXGXGX

|) VXFNYLG
potencial mente associadas à atividade de epimerase
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FIGURA 3. Domínio genérico de uma peptídeo sintetase. Domínios dentro de uma 
peptídeo sintetase são estruturas com até 1.000 resíduos de aminoácidos que catalizam 
a ativação e modificação enzimáticas de cada aminoácido a ser inserido em um antibióti- 
co-peptídico. Os sub-domínios de adenilação, tioesterificação e condensação são 
caracterizados por seqüências altamente conservadas (Tabela 1, segmentos de a-q), 
algumas já caracterizadas ou parcialmente caracterizadas como os segmentos: c 
(YTSGTTGXPKG), f (RLYRTGDL), j (LGGXSIXAI) (Kleinkauf & von Dõhren, 1996; Vollembroich 
etal., 1993,- Dieckmann etal., 1996,1997). Algumas sintetases possuem domínios com 
atividade de N-metila transferase (M) (e/ou) epimerase ou epimerase/tioesterase, 
respectivamente (Weber etal., 1994; Piper etal., 1995; Gocht & Marahiel, 1994, Smith 
etal., 1990, Aharonowitz etal., 1993).

FIGURA 4. Estrutura do cofator 4'- fosfopantotenato (PAN). A extremidade pantotenato 
e a extremidade cisteamina do cofator estão identificadas. PAN é acoplado a peptídeo 
sintetases, ácido graxo sintetases e policetídeo sintetases por modificação pós- 
translacional catalizada por uma fosfopantotenil transferase (por exemplo, Ku etal., 
1997) formando uma ligação fosfo-di-ester com a cadeia lateral da serina no sítio LGG 
(H/D)SI (Schlumbohn etal., 1991, Stein etal., 1996).
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O modelo atual para o mecanismo de tiotemplato envolve a partici
pação de vários cofatores (PAN), covalentemente ligados a um resíduo 
de serina no sítio LGGXSIXAI (Tabela 1), (Schlumbohn etal., 1991; Stein 
et al., 1994, 1996). Este modelo é chamado de “múltiplo carreador de 
tióis”, ou seja, em cada domínio responsável pela ativação individual de 
um aminoácido existe um cofator (PAN) para a formação de tioester. O 
modelo múltiplo carreador foi confirmado através de técnicas de quími
ca de proteínas para o sistema enzimático responsável pela biossíntese 
do decapeptídeo cíclico (gramicidina S) (Stein etal., 1996). Característi
ca da biossíntese de antibióticos-peptídicos em procariotos é a participa
rão de mais de uma enzima, formando um complexo enzimático (Turgay 
& Marahiel, 1992; Stachelhauss & Marahiel, 1995). Este é o caso para a 
biossíntese de gramicidina S, produzida por Bacillus brevis (Turgay & 
Marahiel, 1992) que envolve as sintetases 1 e 2. As sintetases 1 e 2 pos
suem respectivamente 1 e 4 domínios envolvidos na ativação dos subs
tratos, totalizando 5 sítios de ligação de aminoácidos na forma de tioester. 
Para confirmar o modelo de múltiplos tióis, cada um dos sítios de tioes- 
terificação foi derivatizado ora com substratos radioativos, ora com ini
bidores de tióis. Os complexos formados foram digeridos com brometo 
de cianogênio ou proteases, técnicas comums em estudos de mapeamento 
peptídico de uma proteína (Shively etal., 1989). Após a purificação, os 
ragmentos foram submetidos a seqüenciamento amino-terminal, espec- 
:rometria de massas e análise de aminoácidos (Stein et al., 1996). Um 
cofator PAN foi identificado em cada sítio de tioesterificação, covalen
temente ligado a uma serina presente no segmento altamente conserva
do LGG(H/D)S(L/I) (Tabela 1), em cada um dos módulos de peptídeo 
sintetases para as quais se conhece a estrutura primária (Kleinkauf & von 
Dõhren, 1996). O trabalho de Vollenbroich et al. (1993) contribui tam- 
aém para confirmar a participação de resíduos de serina na ligação do 
cofator PAN em peptídeo sintetases. A mutação sítio direcionada serina/ 
ilanina para o resíduo altamente conservado em LGG(H/D)S(L/I) para 
ds quatro primeiros domínios do sistema enzimático da biossíntese de 
surfactina em B. subtilis (Galli etal., 1994) resultou na perda da capaci
dade de formação de tioésteres, sendo porém mantida a atividade de 
brmação de acil-adenilatos (Vollembroich etal., 1993).

Exemplificando a biossíntese de peptídeos pelo mecanismo de tio- 
emplato, a Fig. 5 representa a biossíntese do tripeptídeo ACV, precursor de 
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penicilinas, pela enzima ACV sintetase (Aharonowitz etal., 1993)- ACV 
sintetase é provavelmente a mais simples peptídeo sintetase que se conhe
ce, considerando-se o número de reações catalisadas. O modelo da Fig. 5 
é baseado em uma similaridade com outras peptídeo sintetases já caracte
rizadas (por exemplo, Roskoski etal., 1970; Zocher etal., 1982; Lawen et 
al., 1989; Turgay & Marahiel, 1992; Gocht & Marahiel, 1994; Weber etal., 
1994; Pieper etal., 1995; Stein etal., 1996; Walzel etal., 1997). Segundo 
Shiau etal. (1997), ACVS não forma tioester com os substratos a-amino 
adipato e valina, e as etapas intermediárias envolvem a formação do di- 
peptídeo cisteinil-valina, ao contrário do aqui proposto, aminoadipil-cisteina, 
de acordo com o mecanismo de tiotemplato (Kleinkauf & von Dõhren, 
1996; Stein etal., 1996).

FIGURA 5. Biossíntese do tripeptídeo d-( L-a-am i noadi pi l)-L-cisteini l-D-va I ina (ACV). 
Segundo o mecanismo de tiotemplato e o modelo múltiplo carreador de tióis, a enzima 
ACV sintetase cataliza até 10 reações: formação de amino acil-adenilatos (3); 
ticesterificação (3); condensação (2); epimerização (1) e, finalmente, hidrólise de tioester 
(1 ■ para liberação do tripeptídeo. Os substratos, a-amino adipato (AAA), cistesina e valina 
selam respectivamente nos domínios (A, B e C), identificados por Smith etal., 1990.
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GENES QUE CODIFICAM PEPTÍDEO SINTETASES

O isolamento, clonagem e seqüenciamento de genes que codificam 
diversas enzimas da família de peptídeo sintetases tanto de procariotos 
como de eucariotos, exemplificados pelos sistemas envolvidos na biossíntese 
de tirocidina, gramicidina S, surfactina, bialafos, toxina HC, eniatina, ci- 
closporina e do tripeptídeo percursor de penicilinas (ACV), confirmam a 
organização modular destas enzimas. Um domínio de aproximadamente 
600 aminoácidos altamente conservados é comum a todas as sintetases, e 
foi designado “domínio tipo I” (Stachelhauss & Marahiel, 1995). Domínios 
do tipo II são constituídos por um segmento adicional correspondente à 
atividade de N-metila transferase. A organização destes dois tipos de do
mínios dentro de uma enzima está colinearmente relacionada com a estru
tura do peptídeo que está sendo sintetizado (Weber etal., 1994; Stachelhauss 
etal., 1995).

Os genes que codificam sintetases originárias de procariotos, como na 
biossíntese de gramicidina S, surfactina e tirocidina, são organizados em 
operons de 20 kb ou mais (Turgay etal., 1992; Fuma etal., 1993; Cosmina 
etal., 1993). O operongrs'codifica duas enzimas GrsA e GrsB, organizadas 
em 5 domínios homólogos responsáveis pela ativação de 5 aminoácidos 
constituintes do peptídeo cíclico gramicidina S. De forma similar, três 
peptídeo sintetases, SrfA-A, SrfA-B e SrfA-C são os produtos do operon srf 
A. No total, estas sintetases constituem 7 domínios que ativam e em parte 
epimerizam os 7 aminoácidos constituintes do lipopeptídeo surfactina A. 
Todos os domínios codificados pelos operons tyc, srf A egrs de procariotos 
e os que codificam ACV sintetases (acvÁ) e toxina HC (htsl) são do tipo 
I. Embora alguns também apresentem atividade de epimerase, não pos
suem atividade de N-metila transferase. Na biossíntese de peptídeos cíclicos 
com resíduos N-metilados, comuns a algumas sintetases de fungos fila- 
mentosos, encontram-se enzimas constituídas por uma única cadeia poli- 
peptídica, compostas por uma mistura de domínios dos tipos I e II descri
tos acima. O dipsepeptídeo eniatina, por exemplo, é sintetizado pela con
densação de três unidades de dipeptídeos seguidos de ciclização. A enzima 
eniatina sintetase, uma proteína de 347 kDa codificada pelo gene esyn 1, 
de 9.5 kb, é constituída de dois domínios de ativação de aminoácidos 
(Haese etal., 1993). O primeiro domínio, tipo I, é responsável pela ativa
ção e formação de tioester com o hidroxiácido (D-2-ácido hidroxi- 
isovalérico), enquanto o segundo domínio, responsável pela ativação e N- 
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metilação cie aminoácidos hidrofóbicos como a valina, é do tipo II. Sete 
domínios do tipo II foram identificados no gene sim A, de 45.8 kb, codi
ficando uma proteína de 1.689-243 Da responsável pela biossíntese da 
droga imunossupressora ciclosporina A em Tolypocladium niveum (Weber 
etal., 1994). Parcialmente caracterizada, a biossíntese de destruxinas — 
uma família de peptídeos cíclicos com atividade inseticida — constitui 
provavelmente outro exemplo de uma sintetase híbrida. A estrutura de 
destruxinas sugere que estes peptídeos são elaborados por enzimas mul
tifuncionais (Jegorov et al., 1993). Além de possuir aminoácidos pouco 
comuns, alguns resíduos são N-metilados, à semelhança dos peptídeos 
eniatina (Pieper etal., 1995) e ciclosporina A (Weber etal., 1994). Utilizan
do anticorpos sítio direcionados contra a seqüência YTSGTTGRPKG e a 
técnica de intertroca ATP/[32P]PPi, foi possível identificar uma proteína de 
alto peso molecular que pode estar relacionada à biossíntese de destruxinas 
(Etchegaray etal., 1997a). Em suporte a estes dados, Bailey etal. (1996) 
clonaram e seqüenciaram um fragmento de gene correspondente a um 
domínio de uma peptídeo sintetase de Metarbizium anisopliae. Os auto
res utilizaram primers degenerados específicos para peptídeo sintetases 
baseados nas seqüências altamente conservadas dos sítios KAGGAYPID e 
YTSGTTGKPKG (Borchert etal., 1992; Turgay & Marahiel, 1994). O frag
mento clonado foi parcialmente seqüenciado, expondo pela primeira vez 
a existência de introns em genes de peptídeo sintetases.

A atividade de tioesterase, associada ou integrada ao gene de algumas 
peptídeo sintetases é codificada pelos genes grsT e sz/A-TE, respectivamen
te no sistemas de biossíntese de gramicidina S e surfactina A (Stachelhauss 
& Marahiel, 1995). O gene grs T, localizado na extremidade 5’ do operon 
grs, codifica uma proteína de 29 kDa que apresenta alta similaridade com 
tioesterases que catalizam a liberação de ácidos graxos em complexos 
multienzimáticos (ácido graxo sintetases). O gene sz/A-TE apresenta homo- 
logia de 31.5% com o gene grsT (Cosmina etal., 1993). Em Streptomyces 
hygroscopicus verificou-se a existência de dois quadros abertos de leitura 
que apresentam homologia a tioesterases (Raibaud etal., 1991). Estes genes 
estão associados ao operon de biossíntese do peptídeo herbicida biálafos, 
codificando tioesterases de aproximadamente 27 kDa que apresentam ho
mologia de 31% com o genegzsT. Todas estas novas tioesterases, potencial
mente associadas com peptídeo sintetases, contêm a seqüência GHSXG 
que poderia compor o sítio ativo de acila transferases, lipases, ácido graxo 
e policetídeo sintetases (Stachelhauss & Marahiel, 1995; Kleinkauf & von 
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Dõhren, 1996). Enzimas envolvidas na biossíntese de peptídeos cíclicos 
como toxina HC e ciclosporina A não contêm genes de tioesterases em seus 
operons, indicando o provável envolvimento de proteínas ainda não carac
terizadas e que possam auxiliar a etapa de ciclização de peptídeos (Kleinkauf 
& von Dõhren, 1996). Embora a função de tioesterases em peptídeo sintetases 
não esteja totalmente clara, estas enzimas poderíam estar associadas à hidrólise 
da ligação tioester para liberação do peptídeo ao final da síntese. Mutações 
sítio direcionadas na região C-terminal do gene acv A, onde acredita-se estar 
presente a atividade de tioesterase, indicaram que esta região é essencial 
para a atividade catalítica da enzima ACV sintetase (Turner et al., 1996). 
Estudos com o mutante serina/alanina no sítio GXSXG comum a diversas 
tioesterases e presente na região C-tenninal da ACV sintetase indicam que 
há um impedimento na liberação do tripeptídeo (Kallow etal., 1996). Ainda 
com relação ao sistema de biossíntese de penicilinas em P. chrysogenum e 
A. nidulans, trabalhos recentes visando a hibridização de domínios da ACV 
sintetase com o de outras peptídeo sintetases resultaram na construção de 
um mutante que não produz penicilinas (Turner etal., 1996). Estes resulta
dos foram obtidos pela deleção do gene acv A em A. nidulans. A reinserção 
do gene acv A sobre o controle do promotor da desidrogenase de álcool 
(alc A) em A. nidulans resultou em um aumento da produção de penicili
nas de cerca de 50 vezes, indicando que a produção do tripeptídeo ACV 
constitui a etapa limitante na biossíntese de antibióticos com estrutura de [3- 
lactamas em fungos filamentosos (Turner etal., 1996). A construção deste 
mutante tem possibilitado a inserção de fragmentos de genes da enzima 
ACVS de P. chrysogenum emd. nidulans para estudos bioquímicos (Etche- 
garay etal., 1997b). A construção de uma sintetase híbrida contendo uma 
mistura de domínios da ACV sintetase de P. chrysogenum e A. nidulans 
nesse mesmo mutante não alterou a produção do tripeptídeo (Turner etal., 
1996).

O fungo filamentoso Cochliobolus carhonum é um patógeno de milho 
(Zea mays). Neste fungo, a produção da fitotoxina (toxina HC) está asso
ciada ao locus tox 2, um operon bastante grande e complexo que inclui o 
gene hts 1, codificando a ciclo peptídeo sintetase HTS, de 570 kDa (Ahn 
etal., 1996). Linhagens de fungos correlatas produzem toxina T (operon 
tox 1 em C. heterostrophus) e victorina (operon tox 3 em C. victoriaé) 
(Nikolskaya et al., 1995; Jones & Dunkle, 1995; Walton et al., 1996).

Novos genes codificando peptídeo sintetases incluem o gene da biossíntese 
de daptomicina em Streptomycesroseosporus (Hosted etal., 1996), a desco
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berta d*e genes de peptídeo sintetases em cianobactérias produtoras de 
microcistinas (Meissner etal., 1996; Bõrner, 1996; Sivonen, 1996) e em Pseu
domonas syringae (Zhang et al., 1995) associado à produção de siringo- 
micina. Adicionalmente, foi descoberta uma família de genes que codificam 
peptídeo sintetases em C.purpurea (Panaccione, 1996).

ETAPAS DA SÍNTESE PEPTÍDICA NÃO RIBOSSOMAL 
E OS MÉTODOS UTILIZADOS PARA SUA CARACTERIZAÇÃO

Reconhecimento e Ativação de Aminoácidos
Enzima + aminoácido + ATP •*-> Enzima-AMP-aminoácido + pirofosfato

Utilizando-se 32P[PPi] pode-se detectar a intertroca ATP/[32P]PPi pela 
formação de ATP marcado (Lee & Lipman, 1975). Esta reação requer a 
presença de um substrato (aminoácido) específico para a hidrólise de ATP. 
A mesma reação ocorre na síntese ribossomal, catalisada por t-RNA sin
tetases. Para se detectar a intertroca ATP/[32P]PPi utiliza-se um método 
descontínuo, ou seja, a reação enzimática deve ser interrompida brusca
mente para posterior análise dos produtos formados. A reação de forma
ção de amino acil adenilatos é interrompida pela adição de carvão ativo 
em uma suspensão contendo ácido perclórico (Lee & Lipman, 1975). A 
reação assim bloqueada é filtrada em membranas de fibra de vidro. ATP 
aderido ao carvão é retido nestas membranas e a radioatividade do filtro 
contendo [32P]ATP é medida por cintilação.

Formação de Intermediários Covalentemente Ligados 
à Enzima na Forma de Tioésteres

Enzima-AMP-aminoácido + Enzima-SH -> Enzima-S-aminoácido + AMP

A formação de intermediários durante a biossíntese de peptídeos pelo 
mecanismo de tiotemplato baseia-se na ligação covalente entre aminoáci
dos e o suporte protéico. Ao incubar-se enzima e aminoácidos radioativos 
na presença de MgATP2-, obtêm-se intermediários covalentemente ligados 
à enzima e, portanto, proteína marcada com 14C ou 3H. A reação de tio- 
esterificação é finalizada pela adição de ácido tri-cloro-acético. A proteína 
é precipitada por centrifugação e recolhida em membranas especiais para 
medição da radioatividade incorporada (Keller, 1987). Para confirmar a 
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formação de tioésteres, após a lavagem o precipitado deve ser tratado com 
ácido perfórmico e separado por cromatografia de camada delgada, uti
lizando-se como controle a mesma reação com ácido fórmico. Tioésteres 
são estáveis ao tratamento com ácido fórmico, mas são hidrolisados na 
presença de ácido perfórmico (Keller etal., 1987). Para identificação do 
sítio de tioesterificação, a proteína marcada pode ser separada por ele- 
troforese em gel desnaturante de proteínas (Laemmli, 1970). Utilizando-se 
técnicas de química de proteínas é possível identificar fragmentos protéicos 
marcados com radioatividade após proteólise limitada e seqüenciamento 
amino terminal (Etchegaray etal., 1996b, 1997c).

Derivatização de Peptídeo Sintetases por Métodos Alternativos
Métodos adicionais têm sido empregados para a identificação de peptídeo 

sintetases focalizando-se sítios específicos destas enzimas. Por exemplo, o 
cofator PAN pode ser marcado indiretamente pela adição de precursores 
radioativos ao meio de cultura durante a fermentação do microrganismo 
de interesse. Os precursores normalmente utilizados consistem de ácido 
pantotênico marcado com 14C ou o aminoácido fbalanina marcado com 
3H (Cronan, 1980; Lee & Lipmann, 1974; Pieper etal., 1995).

Pela adição de cofatores marcados por modificação pós-translacional a 
peptídeo sintetases ou ácido graxo sintetases (Lee & Lipmann, 1974; Lakin- 
Thomas & Brody, 1985, 1986; Geiger et al., 1991; Rusnak et al., 1991; 
Pieper et al., 1995) resulta na obtenção de proteínas marcadas, as quais 
podem ser identificadas por proteólise limitada e seqüenciamento amino- 
terminal (Shively etal., 1989).

Haese etal. (1994) utilizaram o substrato S-[metila-14C]adenosil metionina 
(SAM) para derivatização da multienzima eniatina sintetase por fotoafinidade 
com luz ultravioleta. Pela caracterização dos fragmentos marcados com 
14C, foi possível identificar o sítio de ligação para SAM junto ao domínio 
associado à atividade de N-metila transferase (Pieper etal., 1995; Bumiester 
etal., 1995).

Métodos não-radioativos foram utilizados na identificação de sítios de 
ligação de ATP. Pavela-Vrancic e colaboradores (1994a) obtiveram frag
mentos marcados por fluorescência para a enzima tirocidina sintetase 1 de 
Bacillus brevis pela adição do inibidor de ATPases, fluoresceina 5’-iso- 
tiocianato (FITC). Este composto liga-se covalentemente por afinidade à 
cadeia lateral do aminoácido lisina, modificando irreversivelmente o sítio 
de ligação de nucleotídeos. Após a derivatização da enzima foi feita proteólise 
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limitada e purificação de fragmentos por cromatografia líquida de alta 
resolução (HPLC) acoplada a um detetor de fluorescência. Os fragmentos 
marcados foram identificados posteriormente por análise de aminoácidos 
e caracterizados por espectrometria de massas (Pavela-Vrancic etal., 1994a). 
Alternativamente, a derivatização de sítios de ligação em proteínas pode 
ser feita com substratos como o derivado de ATP 2-azido-adenosina tri- 
fosfato que se ligam covalentemente aos sítios de ligação, quando indu
zidos por fotoafinidade (Pavela-Vrancic etal., 1994b). Utilizando ambos 
os métodos foi possível identificar alguns aminoácidos na estrutura primá
ria de tirocidina sintetase 1 que estão envolvidos na ligação do cofator ATP 
(Pavela-Vrancic et al., 1994b), bem como indicar a participação de resí
duos de lisina em seqüências altamente conservadas em peptídeo sin
tetases na hidrólise de fosfato de ATP durante a formação de amino acil- 
adenilatos (Pavela-Vrancic etal., 1994a).

Condensação
Enz-S-aa, + Enz-S-aa2 -» Enz-S-aa2-aa1
Enz-S-aa2-aa1 + Enz-S-aa3 -> Enz-S-aa^-aa^-aa]

A biossíntese de peptídeos é feita pela condensação de intermediários 
ligados ao suporte enzimático na forma de tioester. Na seqüência de rea
ções, a cadeia peptídica que está crescendo do aminoácido N- para o C- 
terminal, é transferida para o próximo tioester, formando uma ligação 
peptídica (Fig. 6). Intermediários podem ser visualizados por cromatografia 
de camada delgada (TLC) empregando-se substratos marcados com 14C 
ou 3H (Roskoski etal., 1970; Zocher etal., 1982; Walzel etal., 1997).

BIOSSÍNTESE DE PEPTÍDEOS
COM “C-S-ADENOSIL-METIONINA

A biossíntese de peptídeos contendo resíduos N-metilados pode ser 
monitorada através de cromatografia de camada delgada empregando-se 
14C-S-adenosil metionina como substrato para metilação. Além de substratos 
(aminoácidos constituintes do peptídeo a ser sintetizado), adicionam-se 
MgATP2 e o substrato 14C-S-adenosil metionina à mistura reacional. A 
atividade de N-metila transferase presente em certas peptídeo sintetases 
utiliza este substrato, obtendo-se desta forma um peptídeo marcado, que 
deverá ser extraído da reação normalmente com acetato de etila, após a
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FIGURA 6 Representação esquemática da biossíntese de ACV segundo o modelo 
múltiplo carreador de tióis Stein etal., 1996.1 - Tioesterificação de amino acil-adenilatos 
nos domínio A, B, C. 2 - Formação do dipeptídeo aminoadipil-cisteinil-tioester no 
domínio B. 3 - Formação do tripeptídeo aminoadipil-cistenil-valinil-tioester no domínio C. 
4 - Epimerização do tripeptídeo. 5 - Hidrólise do tioester (L,L,D) ACV. 6 - Liberação do 
tripeptídeo L,L,D (ACV).
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precipitação de proteínas com ácido tricloro-acético (Peters et al., 1983; 
Lawen etal., 1989). O material extraído é analisado por TLC, quantificando- 
se a radioatividade e identificando-se as substâncias por auto-radiografia 
ou por varredura em equipamento apropriado (Keller, 1987).

BIOSSÍNTESE DE PEPTÍDEOS MARCADOS 
COM AMINOÁCIDOS RADIOATIVOS

Aminoácidos marcados como 14C-valina, 3H-valina, 14C-cisteina, 14C- 
leucina, 14C-ácido-hidroxi isovalérico, entre outros, são utilizados na ca
racterização de diversas enzimas. A especificidade das reações permite 
que se utilizem sistemas parcialmente purificados, ou extratos protéicos 
produzidos após a remoção de paredes celulares (Zocher et al., 1982; 
Pieper et al., 1995). Através de um método descontínuo, a enzima ACV 
sintetase é incubada com a-aminoadipato, cisteína e 14C-valina (van Liempt 
et al., 1989). O tripeptídeo sintetizado in vitro é adsorvido em resinas 
Porapak-Q por interação hidrofóbica. Após a remoção cio excesso de 14C- 
valina lavando-se as microcolunas em pH ácido, elui-se o tripeptídeo (ACV) 
com metanol. A formação do tripeptídeo é estimada medindo-se a radio
atividade por cintilação. Adicionalmente, a biossíntese de ACV ou de qual
quer outro peptídeo pode ser monitorada por métodos não-radioativos 
por cromatografia de alta resolução (HPLC), utilizando-se padrões obtidos 
por síntese química (por exemplo, Zhang & Demain, 1992).

APLICAÇÕES DA SÍNTESE PEPTÍDICA 
NÃO RIBOSSOMAL: A ENGENHARIA DE BIOSSÍNTESE 
DE ANTIBIÓTICOS-PEPTÍDICOS

Métodos recentes de mutação direcionada em enzimas multifuncionais 
envolvem um rearranjo programado de domínios dentro de uma enzima 
pela fusão de domínios de outras sintetases da mesma família (Stein etal., 
1995). Esta fusão de domínios visa a produção de novos antibióticos pela 
alteração da especificidade, conseqüentemente do substrato a ser inserido 
no peptídeo final. Entretanto, o mecanismo de catálise de peptídeo sintetases 
não está totalmente elucidado, sendo portanto necessário saber que re
gião da enzima poderá ser removida sem que se altere a especificidade ou 
atividade catalítica. As reações de ativação de aminoácidos e de tioeste- 
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rificação podem ser monitoradas utilizando-se substratos radioativos, 
[32p]ppi e 14C-aminoácidos, para construções genéticas truncadas.

Na biossíntese de penicilinas, as etapas iniciais catalisadas pela enzima 
ACV sintetase ainda não foram totalmente caracterizadas sob o ponto de 
vista bioquímico, seja a seqüência de reações ou a especificidade dos 
domínios de ativação. Em outros sistemas, para estudar estas característi
cas em detalhe, métodos como a fragmentação por proteólise limitada 
(Skarpeid etal., 1990; Pieper etal., 1995) ou a expressão de fragmentos 
truncados de peptídeo sintetases em Escherichia coli têm sido utilizados 
(Haese etal., 1994; Dieckmann etal., 1995). A caracterização bioquímica 
de fragmentos truncados de peptídeo sintetases é importante para que se 
entendam as funções de regiões não-conservadas da seqüência que pos
sam estar associadas, por exemplo, à seleção do substrato (Kleinkauf & 
von Dõhren, 1996). Ou seja, para a expressão de sintetases híbridas que 
venham a produzir novos intennediários na biossíntese de penicilinas, por 
exemplo (Fig. 2), é essencial que se entendam as reações parciais em 
detalhe. A expressão de domínios de peptídeo sintetases de eucariotos em 
E. coli tem resultado na produção de proteínas pouco solúveis (Haese et 
al., 1994) e com baixa atividade catalítica, devido à ausência de modifi
cações pós-translacionais, essenciais para catálise, como a insersão do 
cofator 4’-fosfopantotenato (Ku etal., 1997). Nossos trabalhos têm visado 
a expressão de fragmentos da ACV sintetase de P. chrysogenum em siste
mas homólogos como Aspergillus nidulans (Etchegaray et al., 1997b). 
Para analisar a expressão de fragmentos tmncados da enzima ACV sintetase 
foram utilizados anticorpos sítio direcionados desenhados a partir da aná
lise da estrutura primária da ACVS pelo método de Jameson & Wolf (1988). 
Utilizando anticorpos contra um segmento peptídico do domínio A foi 
possível confirmar a expressão da proteína de fusão (ACVS-domínio A-£- 
galactosidase) e também dos domínios B e C, neste caso utilizando-se 
anticorpos contra a extremidade C-terminal da ACVS de P.chrysogenum 
(Etchegaray etal., 1997b). Adicionalmente, anticorpos obtidos contra o 
provável sítio de ligação de AMP, SGTTGXPKG (Bairoch, 1991; Dieckmann 
et al., 1997), apresentam alta especificidade, sendo comprovadamente 
eficazes na identificação de novas peptídeo sintetases (Etchegaray etal., 
1996a; 1997a). Esta ferramenta pode ser utilizada conjuntamente com 
métodos de clonagem de genes de peptídeo sintetases baseados na am
plificação de DNA utilizando-se primers degenerados (Borchert etal., 1994). 
Baseando-se em seqüências altamente conservadas de genes que codifi
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cam peptídeo sintetases, foram desenvolvidas técnicas utilizando PCR ou 
hibridização com sondas construídas a partir de fragmentos destas mes
mas enzimas (Turgay & Marahiel, 1994; Nikolskaya etal., 1995; Bernhard 
etal., 1996). O método foi utilizado com sucesso em vários sistemas, como 
na identificação de genes associados à produção de faseolotoxina em 
Pseudomonas syringae e genes envolvidos na biossíntese de bacitracina 
em Bacillus licheniformis (Turgay & Marahiel, 1994).

PRODUÇÃO DE NOVOS ANTIBIÓTICOS

A especificidade das enzimas envolvidas na biossíntese de peptídeos 
pelo mecanismo de tiotemplato podería ser modificada por manipulações 
genéticas, entretanto, estas alterações requerem um estudo detalhado das 
sintetases envolvidas, já que estas enzimas possuem em geral mais de 
10.000 aminoácidos. Uma alteração programada da seqüência de ami- 
noácidos de um antibiótico-peptídico pode ser elaborada através de uma 
manipulação genética realizada em duas etapas. Primeiramente remove- 
se a parte do gene que codifica a adição e modificação enzimática de um 
aminoácido particular, mais precisamente, remove-se um domínio de ati
vação de aminoácidos (Kleinkauf & von Dõhren, 1996).

Para recompor o gene, é necessário inserir outro fragmento, codifican
do a adição e modificação enzimática (por exemplo, epimerização ou N- 
metilação) do aminoácido escolhido. A clonagem e o seqüenciamento de 
novos genes que codificam peptídeo sintetases têm aumentado o número 
de domínios que poderíam ser escolhidos, mas aminoácidos não-protéicos 
podem requerer a expressão de enzimas específicas para sua biossíntese, 
como no caso de P-aminoácidos graxos, substratos necessários para a 
biossíntese de iturina A (Besson & Hourdou, 1987; Besson et al., 1992; 
Maget-Dana & Peipoux, 1994). O trabalho de Stachelhauss etal. (1995) 
visando a produção de novos lipopetídeos, variantes de surfactina A, um 
hepta-peptídeo cíclico com propriedades surfactantes produzido por B. 
subtilis (Vater, 1986), considerado pioneiro na técnica de engenharia da 
biossíntese de antibióticos-peptídicos, foi baseado na metodologia descri
ta acima. A retirada de um fragmento de gene codificando a adição do 
aminoácido C-terminal (leucina) no lipopeptídeo surfactina A, resultou na 
produção de um hexa-peptídeo linear precursor de surfactina. A introdu
ção de módulos associados à ativação de outros aminoácidos possibilitou 
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a inserção de aminoácidos ativados pela enzima gramicidina S sintetase 2 
de B. brevis ou da ACV sintetase de P. cbrysogenum, restabelecendo a 
biossíntese de um hepta-peptídeo cíclico (Stein etal., 1995).

A engenharia da biossíntese de antibióticos-peptídicos apresenta apli
cações imediatas, como a produção de novos antibióticos como uma al
ternativa para solucionar os problemas de resistência a drogas naturais 
(Stachelhauss etal., 1996). A construção de um mutante do A. nidulans 
e os experimentos de expressão de uma ACV sintetase híbrida com frag
mentos de P. chrysogenum e A. nidulans e produção concomitante de 
penicilina podem abrir novas oportunidades para a biossíntese de antibió
ticos do tipo [3-lactama (penicilinas e cefalosporinas).
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INTRODUÇÃO

A biomassa microbiana é o principal responsável pela decomposi
ção dos resíduos orgânicos, pela ciclagem de nutrientes e pelo fluxo de 
energia dentro do solo, exercendo sua influência tanto na transforma
ção da matéria orgânica quanto na estocagem do carbono e nutrientes 
minerais, ou seja, na liberação e imobilização de nutrientes na maior 
parte dos ecossistemas terrestres (Jenkinson & Ladd, 1981). Esse seu 
papel torna-se ainda mais importante nos solos vermelhos e amarelos, 
tipicamente ácidos e pobres em nutrientes, que suportam as florestas 
tropicais úmidas da Amazônia. A produtividade dos ecossistemas natu
rais dessa região depende, portanto, da ciclagem dos nutrientes mine
rais contidos na liteira vegetal e na matéria orgânica do solo, constituin
do um sistema em equilíbrio (Salati & Vose, 1984). Mudanças no uso da 
terra, como cultivo itinerante, cultivo intensivo de culturas anuais, cul
turas perenes ou pastagens, alteram drasticamente esse equilíbrio. O 
uso do fogo para “preparar” e “fertilizar” a área a ser cultivada é prática 
corrente na região, contribuindo, entre outros aspectos, para a altera
ção dos estoques de carbono no solo, aumento da concentração de 
gases responsáveis pelo efeito estufa na atmosfera e modificação da 
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listribuição e da atividade da biomassa microbiana do solo. Fearnside 
1995) calcula que, do total da área desmaiada anualmente na Amazô- 
ia, 20% são destinados a culturas anuais e 80% são convertidos direta- 
aente em pastagens. Para o estado do Pará, Serrão (comunicação pes- 
oal) estima que 50% da área desmatada sejam utilizados com pasta- 
ens, podendo chegar a 70% quando se consideram todas as áreas que 
or algum período sustentaram a pecuária bovina (Serrão, 1992). Em- 
ora esses valores não sejam iguais para toda a região, provavelmente 
ão se incorre em superestimativa quando se considera que metade 
os 425.000 km2 desmatados até 1991 esteja atualmente coberta por 
astagem, ou seja, uma área equivalente ao estado de São Paulo. Além 
e sua evidente importância em área, a introdução de gramíneas (plan- 
is de ciclo fotossintético C4) em sucessão à floresta (plantas predomi- 
antemente de ciclo fotossintético C3) permite o cálculo do balanço 
o carbono por técnicas isotópicas (Cerri etal., 1985). A diferente dis- 
riminação do isótopo 13C, durante os dois ciclos fotossintéticos, refle- 
j-se na composição isotópica (razão 13C/12C) do material vegetal sinte- 
zado que, por sua vez, dará origem à matéria orgânica do solo. A 
ariação dessa composição isotópica, após a mudança da cobertura 
egetal do solo, permite determinar a origem da matéria orgânica do 
do (floresta ou pastagem), única maneira de se acompanhar com se- 
urança a taxa de mineralização do carbono remanescente da floresta 
a taxa de acúmulo do carbono derivado das gramíneas.

STOQUES DE CARBONO E FLUXOS

O cálculo do balanço do carbono na sucessão floresta/pastagem exige 
avaliação das diferentes entradas e saídas de material do sistema, 
lguns dos parâmetros analisados a seguir foram obtidos na literatura, 
iquanto outros foram determinados a partir de análises da composi- 
io isotópica do 13C, de amostras coletadas pelos autores.

tomassa da Floresta
Para fins de cálculo, foi considerado o valor médio de 30,0 kg MS.m~2 

4S = matéria seca), com variação de 4,5 kg MS.m 2 para a fitomassa 
irea (vegetação em pé, troncos caídos e liteira), indicado pela maioria 
)s trabalhos publicados sobre a Bacia Amazônica brasileira (Brown et 
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al., 1995; Fearnside, 1992, 1987, 1985; Uhl et al., 1988). Descontados 
cerca de 3,0 kg MS.nr2 (Cerri et al., 1994), referentes à extração da 
madeira, a biomassa aérea potencialmente queimável varia entre 22,5 e 
31,5 kg MS.m-2. Esses valores correspondem a 10,1-14,2 kg C.m'2 para 
um teor de carbono de 45%. Dados sobre a biomassa radicular são 
bastante escassos. Consideramos que as raízes representam de 10 a 
20% da biomassa aérea, ou seja, de 3,5 a 5,2 kg MS.m-2, o que corresponde 
a 1,6-2,3 kg C.m 2.

Carbono do Solo
Moraes et al. (1995) estimaram o estoque de carbono nos solos da 

Amazônia Legal (aproximadamente 5.000.000 km2) em 47 Pg C na ca
mada 0-100 cm, sendo 45% (21 Pg C) concentrados nos 20 cm superfi
ciais. Esse valor corresponde a uma densidade média de carbono de 
4,2 kg C.m2. Entretanto, dois tipos de solo, os oxissolos e os ultissolos, 
na classificação USDA, cobrem cerca de 75% da região, representando 
também a maior parte das áreas desmatadas para implantação de pas
tagem. A densidade média na camada 0-20 cm de 4,0 kg C.m'2, segundo 
Moraes (1991), foi usada nos cálculos subseqüentes.

Fitomassa da Pastagem
Segundo a literatura, a fitomassa aérea das pastagens varia entre 1,0 

e 1,5 kg MS.m-2 (Fearnside, 1992; Teixeira, 1987), e a radicular entre 1,5 
e 3,2 kg MS.m-2. Esses valores correspondem respectivamente a 0,45- 
0,68 kg C.m-2 e 0,67-1,44 kg C.m 2, considerando-se o teor de carbono 
como sendo de 45%.

Combustão e Mineralização da Fitomassa da Floresta
A eficiência da combustão (EC) foi estimada nas proximidades de 

Manaus (AM) como sendo de 27,6% (Fearnside et al., 1993). A EC da 
fitomassa aérea da floresta depende da composição florística, da estru
tura da floresta, do clima do local antes e durante a queima e da dura
ção e condições do período de secagem da vegetação derrubada. Uma 
EC de 25% implica, portanto, numa transferência direta de 2,5 a 3,5 kg 
C.m'2 para a atmosfera durante o evento da queima. Os restantes 75% 
da fitomassa aérea (principalmente troncos parcialmente queimados) 
são mineralizados durante os anos seguintes.
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Zarbono do Solo Perdido e Fixado
Estudo recente conduzido em Rondônia (Moraes et al., 1995) mostrou 

}ue o estoque de carbono total do solo aumentou 9% após a instalação 
la pastagem, em relação ao mesmo solo sob floresta durante os primei- 
os 5 anos. Esse valor alcança 19% depois de 35 anos. Isso corresponde 
i um acúmulo de carbono de respectivamente 0,36 e 0,76 kg C.m2, con- 
iderando-se um valor médio de 4,0 kg C.m'2 para sua concentração no 
olo. Calculando a relação entre o carbono do solo remanescente do 
istema florestal (CD e o carbono do solo introduzido pelas gramíneas da 
>astagem (Cp), segundo Cerri et al. (1985), os autores verificaram que, 
ipós 5 anos, o Cf remanescente ainda representava de 55,7 a 68,7% do 
:arbono total do solo, enquanto que o Cp introduzido contribui com 
>3,1-33,3%. Depois de 35 anos, essas proporções se alteraram para 51,3- 
>4,8%, relativas ao Cf, e 35,2-48,7%, referentes ao Cp. Desse modo, foi 
jossível mostrar que a perda de 1,0-1,6 kg C.m'2 ocorreu durante os 
)rimeiros 5 anos após a introdução da pastagem, contra uma fixação de 
arbono, pela pastagem, de 1,7-2,3 kg C.m 2 durante 35 anos.

IALANÇO DO CARBONO

Com base nas considerações e nos cálculos apresentados foi elaborada 
Tabela 1, que mostra os ganhos e perdas de carbono do solo após a 

onversão floresta/pastagem, assumindo que a pastagem introduzida 
>ermaneceu ativa durante um período de 35 anos.

Os valores encontrados demonstram que o processo da conversão da 
loresta em pastagem atua como uma fonte de carbono para a atmosfera. 
Ase tipo de mudança no uso da terra resulta numa liberação de 8,4 a 
5,3 kg C.m-2, se a pastagem for bem manejada por um período de 35 
nos, enquanto o estoque de carbono do solo sob floresta não tem par- 
icipação no efeito estufa, uma vez que o sistema está em equilíbrio. O 
cúmulo de carbono no solo pelo agrossistema de pastagem fica eviden- 
iado pelo aumento de 0,76 kg C. m'2, 35 anos após sua introdução.

Em resumo, todas as formas de carbono orgânico presentes na fito- 
nassa da floresta estão sujeitas à mineralização e liberação para a at- 
aosfera. A quantidade de carbono imobilizada na fitomassa aérea e 
adicular da floresta é estimada em 11,7-16,6 kg C.m'2, dos quais 2,5-3,5 
:g C.m2 são liberados durante a queima. O restante é decomposto de 
orma lenta, principalmente pela biomassa microbiana do solo, poden-
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+ - Liberação de carbono para a atmosfera

TABELA 1. Balanço do carbono de um sistema de conversão floresta/pastagem durante 
35 anos.

CARBONO QUEIMA 0-35 ANOS TOTAL

min max min max min max.

103 g C.m -2

PERDIDO pelo
solo da floresta (0-20 cm) 0 1,00 1,60 1,00 1,60

biomassa aérea 2,53 3,54 7,60 10,63 10,13 14,17

biomassa radicular 0 1,57 2,39 1,57 2,39

Total 2,53 3,54 10,17 14,62 12,70 18,16

FIXADO pelo
solo da pastagem (0-20 cm) 1,67 2,32 1,67 2,32

biomassa aérea 0,45 0,68 0,45 0,68

biomassa radicular 0,67 1,44 0,67 1,44

Total 2,79 4,44 2,79 4,44

BALANÇO +2,53 +3,54 +5,73 +11,83 +8,26 +15,37

do de novo ser queimado, se o fogo for usado para “limpar” a pasta
gem. No que se refere à pastagem, pode-se considerar que, em dois ou 
três anos, a fitomassa aérea e a radicular atingem um equilíbrio a 1,1- 
2,1 kg C.m2. Esta nova fitomassa representa de 8 a 20% da fitomassa da 
floresta original. A substituição da fitomassa resulta, portanto, numa 
perda de 9,6-15,5 kg C.m-2, reduzida para 8,4-15,3 kg C.m’2 pela fixação 
de carbono pelos solos sob pastagem.

O PAPEL DA BIOMASSA MICROBIANA

A decomposição da matéria orgânica do solo envolve fracionamento 
físico, transformações bioquímicas e estabilização biofísica do material 
orgânico. Microrganismos heterótrofos, que promovem a decomposição 
primária, utilizam o carbono do material orgânico para seu metabolismo, 
aproveitando cerca de 95% da energia contida na matéria orgânica do 
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olo. A subseqüente decomposição desses organismos e seus produtos 
esultam na formação de materiais húmicos complexos e heterogêneos.

Modelos atuais de dinâmica da matéria orgânica do solo (Parton et 
í/., 1989) consideram três frações principais, com diferentes tempos de 
iclagem: a ativa (0 a 14 anos), a lenta (5 anos) e a passiva (150 anos). 
)evido justamente a essas diferenças temporais, a resposta da matéria 
ngânica do solo às mudanças do uso da terra e às técnicas de manejo 
>odem passar desapercebidas por décadas, enquanto a resposta da fra- 
ão ativa, que contém principalmente a biomassa microbiana e seus 
aetabólitos, ocorre muito mais rapidamente. Informações sobre as alte- 
ações da biomassa microbiana, após a remoção de uma vegetação, são 
nportantes porque podem dar indicações sobre as mudanças que es- 
ão ocorrendo na matéria orgânica do solo (Sparling & Ross, 1993; 
'owlson & Jenkinson, 1981). A própria biomassa microbiana também 
ontribui com a fertilidade do solo, contendo ela mesma uma quantida- 
le considerável de nutrientes potencialmente disponíveis para as plan- 
is (Duxbury et al., 1989; Jenkinson, 1988). Áreas agrícolas contêm em 
3rno de 200-1.000 |xg de biomassa-C.g1 de solo, o que equivale a 100- 
00 kg de nitrogênio e 50-300 kg de fósforo por hectare na camada 0- 
0 cm do solo. Essas quantias muitas vezes excedem a suplementação 
nual de nutrientes aplicados na forma de fertilizantes, e sua disponibi- 
dade depende da dinâmica dos microrganismos. Eles, portanto, repre- 
entam um estoque lábil de nutrientes, além de desempenharem papel 
tivo na prevenção de lixiviação, através da imobilização. Apesar de 
ua importância, existe um número limitado de estudos do efeito do 
esflorestamento sobre a matéria orgânica do solo e principalmente 
obre a biomassa microbiana (Luizão et al., 1992; Pfenning et al., 1992; 
>onde et al., 1991) para os solos da região amazônica.

IÉTODOS DE AVALIAÇÃO
►A BIOMASSA MICROBIANA DO SOLO

Este trabalho está baseado na revisão de métodos de medida de bio- 
íassa microbiana-C de Martens (1995), à qual foram incorporados resul- 
idos obtidos por Feigl et al. (1995) em solos da Amazônia, a título de 
xemplo das vantagens e dificuldades encontradas na sua aplicação. O 
studo procurou incluir solos com características diferentes (Tabela 2), 
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representativos da região, sempre da camada 0-10 cm sob floresta. Os 
oxissolos correspondem a latossolos amarelos argilosos na classificação 
brasileira, e constituem cerca de 40% da área total; os ultissolos represen
tam um podzólico vermelho-amarelo e um podzólico vermelho-escuro 
(29,5%), e o alfissol é também um podzólico vermelho-escuro (10,0%).

Abordaremos alguns dos métodos bioquímicos de quantificação da 
biomassa microbiana, aqueles atualmente mais aceitos, baratos e fáceis 
de aplicar, principalmente em análises de rotina de um grande número 
de amostras. Dentre eles destacam-se os métodos biocidas, desenvolvi
dos após a observação de que tratamentos de esterilização parcial do 
solo com agentes fumigantes aumentavam a disponibilidade de vários 
elementos no solo. Constatou-se que tais elementos (C, N, P e S) eram 
liberados durante o processo de decomposição da população microbiana 
morta pelo produto tóxico, promovida principalmente pelas bactérias 
da nova população que se instalava. Diversos estudos (Jenkinson, 1966) 
foram feitos para confirmar tanto a origem microbiana dos elementos 
liberados quanto a eficácia da fumigaçào com clorofórmio (CHCip, em 
comparação com outros agentes biocidas, como irradiação, calor e va
por de CH5Br. Todos os tratamentos resultaram numa liberação seme
lhante de CO,, mostrando que agiram sobre a mesma fração da matéria 
orgânica do solo. A dúvida de se os vapores do clorofórmio poderíam 
eventualmente estar removendo proteções físicas ou químicas do subs
trato (como, por exemplo, dissolvendo filmes de ácidos graxos que 
estivessem protegendo material decomponível) fica sanada pelo fato 
de que dificilmente a irradiação agiria da mesma forma. Jenkinson (1966), 
então, concluiu que a intensidade do fluxo de CO, pós-fumigação po
dería fornecer uma medida da biomassa microbiana presente no solo.

TABELA 2. Características da camada 0-10 cm dos solos sob floresta nativa.

SOLOS LOCALIZAÇÃO %C %N C:N PH %ARGILA

Oxissol Manaus (AM) 2.53 0.31 8.2 3.62 77.9

Oxissol Paragominas (PA) 3.33 0.25 13.3 4.54 80.0

Ultissol Ariquemes (RO) 1.27 0.15 8.5 6.12 17.6

Ultissol Ariquemes (RO) 1.01 0.11 9.2 5.65 24.8

Alfissol Ouro Preto d’Oeste (RO) 1.96 0.13 15.1 5.54 23.0
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3 Método da Fumigação-incubação (FI)
A fumigação-incubação foi o método bioquímico pioneiro de quan- 

ificação da biomassa microbiana do solo, que veio para substituir os 
rabalhosos e imprecisos métodos de contagem direta em microscópio, 
ile foi proposto por Jenkinson e Powlson em 1976. Consiste na quan- 
ificação do fluxo de CO, liberado por um solo durante um período de 
ncubação de 10 dias, após fumigação com clorofórmio purificado. O 
procedimento experimental está ilustrado na Fig. 1.

O procedimento padrão do método de fumigação-incubação (FI) con- 
;iste na fumigação de três, de seis repetições de 25 g de cada solo, por 24 
toras com clorofórmio isento de etanol. Em seguida, tanto as amostras 
umigadas como os controles não-fumigados são incubados por 10 dias 
i 25°C em jarros herméticos de 2 litros juntamente com um becker con- 
endo 10 ml de NaOH 1,0 M. O CO, evoluído é medido por titulação do 
slaOH residual com HC1 a 0,5 N, após precipitação do carbonato com 
laCl,, usando fenolftaleína como indicador (Cheng & Coleman, 1989).

CO,-C fumigado - CO-C controle
Biomassa-C =___:______ _________ -_________

kc

sendo: kc = 0,41 (22°C)
kc = 0,45 (25°C)

Duas condições básicas devem ser observadas para se obter resulta- 
los satisfatórios por esse método. São elas:

1) A quantidade de CO, gerada pela decomposição dos microrganis- 
nos mortos na amostra fumigada tem que ser muito maior do que a da 
lecomposição de microrganismos que morrem naturalmente na amos- 
ra controle durante os 10 dias de incubação.

2) A quantidade de CO, originada da mineralização da fração não- 
nicrobiana da matéria orgânica do solo deve ser igual na amostra fumi- 
;ada e na amostra controle durante os 10 dias de incubação.

As principais restrições ao método derivam do fato de eventualmen- 
e não ser possível atender a essas condições. Certas características e/ 
>u condições físicas do solo podem interferir no resultado, como por 
ixemplo:

Umidade do solo. Em alguns casos a amostra controle pode conter 
im número de microrganismos mortos semelhante ao da amostra fumi-



BALANÇO DE CARBONO E BIOMASSA MICROBIANA EM SOLOS DA AMAZÔNIA 431

Amostras controleFumigação por 24 horas

FIGURA 1. Procedimento experimental para a estimativa da biomassa microbiana-C pelo 
método da fumigação-incubação.

gada, como é o caso de solos muito secos. Nesse caso, uma pré-incu- 
bação de 7 dias com o solo a 50% da c.c. é recomendável (Sparling, 
1990). O método também não é apropriado para solos muito úmidos, 
que se compactam durante os processos de peneiragem e pesagem, 
impedindo uma difusão uniforme do agente fumigante (Ross, 1987), 
devendo, então, ser seco ao ar (Ross, 1988).

pH do solo. Solos de pH considerados muito ácidos (< 4,5) não 
permitem o desenvolvimento da maior parte da população bacteriana 
nas amostras fumigadas, o que reduz a taxa de mineralização dos micror
ganismos mortos, interferindo na Ia condição. Em alguns locais, entre
tanto, a biomassa dos solos ácidos é bem adaptada ao meio ácido, 
tornando o grau de inibição bastante variável.

Temperatura. A temperatura do ambiente em que a metodologia é 
aplicada interfere na intensidade da taxa de mineralização tanto do 
material microbiano como do não-microbiano, durante o período de 
incubação.
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Entretanto, a maior dificuldade inerente ao método da FI é fazer a 
compensação adequada para a decomposição de matéria orgânica não- 
nicrobiana (2a condição). Práticas agrícolas em que o solo recebe a in
corporação de raízes e outros tecidos vegetais ou fertilizantes orgânicos 
>eram as maiores polêmicas. Conforme seu teor de compostos facilmen- 
e degradáveis, podem resultar valores muito baixos ou mesmo negati
vos para a biomassa microbiana. Martens (1985) demonstrou que, duran- 
e pelo menos duas semanas, as amostras controle tinham maior capaci- 
lade de degradar a matéria orgânica do solo do que as amostras fumiga- 
ias. Esse efeito pode ser evitado com uma remoção manual cuidadosa 
lo material (por exemplo, raízes). Outros autores tentaram resolver o 
problema usando diferentes períodos de incubação como controles 
Chaussod & Nicolardot, 1982; Ross etal., 1980) ou mesmo sem a subtra
ção de um controle não-fumigado (Voroney & Paul, 1984).

O método da FI assume ainda que o fator k(, que representa a pro
porção do carbono da biomassa microbiana morta convertido em CO, 
iurante o período de incubação, é o mesmo para todos os solos. No 
entanto, sabe-se que, assim como a composição da população micro- 
piana, também os fatores que interferem nas duas condições básicas 
ilteram seu valor. Valores de 0,41 (Anderson & Domsch, 1978) e 0,45 
Oades & Jenkinson, 1979) são freqüentemente citados para incuba
ções a respectivamente 22°C e 25°C. Problemas relativos à variação do 
l( podem ser evitados, expressando-se apenas os valores do fluxo de 
>CO, em pg.g^solo.período de incubação1.

Grande parte dos solos da região amazônica, a exemplo dos oxissolos, 
ipresenta baixo pH e alto teor de argila, além de estar bastante úmida 
Iurante a maior parte do ano. Tais características, principalmente quan
to associadas à presença de muitas raízes finas, dificultam a determina
ção da biomassa microbiana pelo método FI por interferirem tanto na 
a como na 2a condição básica. Embora alguns autores tenham relatado 
ucesso no uso do método FI em solos ácidos sob floresta (Diaz-Ravina 
’tal., 1993, 1988), diferentes estudos, mesmo quando feitos no mesmo 
ipo de solo (Geraldes et al., 1995; Pfenning et al., 1992; Luizão et al., 
992; Bonde etal., 1991), apresentam resultados bastante variados, uma 

rez que cada autor adota um tipo de controle e um fator k( para o 
álculo da biomassa microbiana.

O método da FI teve resultados positivos em todos os solos analisa- 
los por Feigl etal. (1995), embora os oxissolos estivessem na faixa de 
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pH (< 4,5) em que se esperava uma subestimativa pelo procedimento 
padrão (Vance etal., 1987a). A Tabela 3 mostra os resultados do cálculo 
do fluxo de CO2-C feito por diferentes vias: A) CO2-C evoluído das 
amostras de solo fumigadas durante os 0-10 dias pós-fumigação menos 
CO2-C evoluído dos controles durante o mesmo período (Jenkinson, 
1988); B) CO,-C evoluído das amostras de solo fumigadas durante os 0- 
10 dias pós-fumigação menos CO2-C evoluído das mesmas amostras 
durante os 10-20 dias pós-fumigação (Ross, 1990a); C) CO2-C evoluído 
das amostras de solo fumigadas durante os 0-10 dias pós-fumigação 
sem subtração de controle (Vance et al., 1987b; Voroney & Paul, 1984).

O cálculo do fluxo de C-CO, usando (A) um solo não-fumigado 
(NF010) ou (B) um solo fumigado (F10 ) como “controle” resultou em 
valores estatisticamente semelhantes, distintos de (C). A validação des
ses resultados foi feita pela comparação com os valores obtidos pelo 
método da fumigação-extração (FE) apresentado a seguir.

TABELA 3. CO2-C respirado (p,g C.g'1 solo) pelas amostras de solo fumigadas (F) e não 
fumigadas (NF) após incubação durante os períodos de 0-10 e 10-20 dias e três formas 
de calcular o fluxo.

CO2-C RESPIRADO FLUXO

(C) (A) (B)

SOLOS F0-10 F10-20 NFo-io (Fo-10 - NFoic) (Fq-w  '10-20)

Oxissol 411±29 170±07 143±23 268±37 241±30

Oxissol 453±23 170±31 140±13 313±26 283±39

Ultissol 413±63 194±35 178±59 235±86 219±72

Ultissol 275±51 113±11 147±52 128±73 162±52

Alfissol 361±67 194±47 158±36 203±76 167±82

O Método da Fumisação-Extração (FE)
Este método também se baseia na aparente ação seletiva do fumigante 

(clorofórmio) sobre a biomassa microbiana do solo, com pouco efeito 
sobre os componentes não vivos. Entretanto, diferentemente da incu
bação, o fluxo de carbono proveniente da população microbiana morta 
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é determinado por extração química. Amostras fumigadas e nào-fumi- 
gadas de 10 g de solo a 60% da c.c. são submetidas à extração em 25 ml 
de K2SO( 0,5 M em agitação rotativa por 30 minutos a 50 rpm. Uma 
alíquota do extrato recebe, então, K2Cr,O7 (0,15 M) na presença de 
H,SOq concentrado, para oxidar o carbono. O excesso de dicromato é 
retrotitulado contra Fe(NH4)(SO4), revelando a quantidade de dicromato 
utilizado na oxidação e, assim, a quantidade de carbono extraída. De
talhes podem ser encontrados em Vance et al. (1987b).

A maior vantagem do método é o resultado não depender do bom 
desenvolvimento da etapa da mineralização microbiana (incubação), o 
que evita os problemas a ela associados, tais como a escolha do contro
le apropriado para calcular o fluxo (Sparling & West, 1988; Vance etal., 
1987c; Brookes et al., 1985). O método da FE pode, portanto, ser apli
cado a uma grande variedade de solos, inclusive àqueles com baixo 
pH, alto teor de matéria orgânica fresca ou baixo teor de umidade.

A Tabela 4 mostra os resultados obtidos por Feigl et al. (1995) para 
3 fluxo de carbono dos solos da Amazônia pelo método da FE.

rABELA 4. Quantidades de C (mg gTsolo) extraído obtidas pelo método da fumigação- 
íxtraçâo (FE) para as amostras de solo fumigadas (F) e não fumigadas (NF), seus 
espectivos fluxos de C.

C EXTRAÍDO (mg g1.solo)

5OLOS F NF FLUXO

Dxissol 841 607 234

Dxissol 686 395 291

Jltissol 232 110 122

Jltissol 165 64 101

Mfissol 226 76 150

O método também requer uma estimativa independente do C micro- 
oiano do solo para avaliação da eficiência da extração do carbono. índi
ces de eficiência (fator kEC) foram calculados por diversos autores (Ross, 
1990b; Sparling & West, 1988; Vance et al., 1987c), com base em regres
sões entre o carbono extraído e a biomassa microbiana, estimada por 
outros métodos (FI, SIR, contagem em microscópio, marcação com 14C e 
outros). Em sua grande maioria, os valores variam entre 0,30 e 0,35, embora 
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uma ampla gama tenha sido observada (Sparling & Ross, 1993). Ross 
(1990a) recomenda uma calibração preliminar do valor do fluxo de C 
extraível para a conversão do conteúdo de C em biomassa microbiana, 
quando se deseja precisão no estudo de determinado solo.

O trabalho de Feigl et al. (1995) procurou estabelecer um fator kEC 
apropriado aos solos da Amazônia, uma vez que nenhuma das revisões 
sobre o assunto inclui amostras dessa região. Comparações com os re
sultados obtidos pelo método da FI não eram possíveis por estarem 
eles também dependentes de uma calibração. Os autores usaram, en
tão, uma maneira alternativa de calcular o fator kEC, que faz uso da 
marcação com 14C (Gregorich etal., 1990; Sparling etal., 1990; Sparling 
&. West, 1988; Voroney & Paul, 1984) e teoricamente dá uma medida 
independente do fator kEC„

A Marcação da Biomassa Microbiana com 1*C
Seis repetições de 10 g (equivalente a peso seco) de cada solo rece

beram a adição de 1 ml de solução de glicose (10 mg ml1) com uma 
atividade de 50 kBq ml1 com a finalidade de marcar as células micro- 
bianas in situ nos solos (Sparling & West, 1988). As repetições foram 
incubadas por 48 horas a 25°C dentro de jarros herméticos de 1,5 litro 
de capacidade, juntamente com um frasco contendo 10 ml de NaOH- 
Na2CO? para fixar o CO, e 5 ml de água no fundo para manter a umida
de (Sparling & West, 1988). Três repetições foram extraídas imediata
mente com K2SO4 0,5 M e as outras fumigadas por uma noite com cloro
fórmio purificado antes da extração. A atividade do 14C da solução de 
NaOH-Na,CO5 e extrato de K2SO4 0,5 M foi medida por cintilação líqui
da, adicionando-se 0,5 ml da solução de NaOH-Na,CO5 ou 0,5 ml de 
extrato de K2SO( 0,5 M a 10 ml de solução cintiladora composta de 4 g 
de PPO, 100 mg de POPOP, 666 ml de tolueno e 333 ml de TRITON X- 
100 por litro. A radioatividade foi medida após 48 horas de repouso a 
5°C para evitar a quimioluminescência, em contagem por 10 minutos 
num contador de cintilação líquida da BECKMAN LS-230, com uma 
eficiência de 90,5%. O 14C microbiano foi calculado de acordo com 
Sparling et al. (1990), subtraindo a quantidade de 14C-CO, respirado e o 
14C extraído antes da fumigação do total adicionado. A diferença entre 
a quantidade de 14C extraído antes e após a fumigação dá o fluxo de 14C 
extraível. A relação entre fluxo de l4C extraível e 14C microbiano resulta 
no fator kEC específico para cada solo (Tabela 5).
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rABELA 5. Distribuição do 14C (Bq.g-1 solo) na forma de glicose-14C após 48 horas de 
ncubação a 25°C e fatores lçc calculados.

SOLOS ADICIONADO
COMO
GLICOSE-14C

RESPIRADO
COMO 14CO2

14C
MICROBIANO3

FLUXO
14C4

FATOR
Ke5c

Dxissol 4638±2T 1193±130 (26%)2 2853±234 (61%) 755±238 0.26

Dxissol 5061±31 1391 ±89 (27%) 3601 ±94 (71%) 728±68 0.20

Jltissol 4216±11 2169±196 (51%) 1955±196(46%) 591±35 0.30

Jltissol 5061±31 2646±203 (52%) 2351±206(46%) 596±40 0.25

Mfissol 5061±31 2093±46 (41%) 2680±70 (53%) 809±110 0.30

Média geral kK 0.26±0.04

Desvio padrão da média.
% do total adicionado ao solo.
Calculado como a quantidade de HC adicionado, menos o respirado, menos o extraído antes da fumigaçào. 
Diferença entre ,4C extraído após e antes da fumigaçào.

Fluxo de MC/MC microbiano.

Avaliação dos Métodos FI e FE na Determinação 
ia Biomassa Microbiana de Solos da Região Amazônica

No geral, os resultados obtidos pelo método da FI foram similares 
ios da FE, como se pode observar na Tabela 6. No método da FI, o 
ator k( de 0,45, apropriado para incubações a 25°C (Jenkinson & Ladd, 
1981), foi usado para calcular o C microbiano a partir do fluxo de CO
ZÍ. No método FE foi usado um fator kEC “padrão” de 0,35 (Sparling et 
il., 1990) e um kEC “específico” de 0,26 obtido na marcação dos solos 
:om 14C.

A estimativa do C microbiano feita pelo método da FI deve ser 
inalisada cautelosamente. O uso de um controle não-fumigado resul- 
ou em valores de C microbiano da mesma ordem de grandeza da
queles obtidos por Diaz-Ravina et al. (1988) por esse método em so- 
os sob floresta em regiões temperadas. Cerri & Jenkinson (1981) tam- 
>ém obtiveram produção de fluxo de CO,-C em um oxissol ácido de 
danaus. Os resultados do cálculo do fluxo usando um controle fumiga- 
io também não diferiram significativamente. Entretanto, Ross (1990a), 
isando solos sob pastagem de pH próximo a 6,0, sempre obteve um 
luxo de CO,-C maior, usando um controle fumigado, assim como 
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Sparling & Zhu (1993), que observaram comportamento semelhante 
em solos cultivados de pH < 5,0 da região oeste da Austrália. Como 
esperado, as estimativas do C microbiano foram maiores, quando não 
se levou em consideração a respiração das amostras controle, em con
cordância com os dados publicados, entre outros, por Hassink (1993), 
Sparling & Zhu (1993) e Srivastava & Singh (1988). Luizão etal. (1992) 
encontraram valores de C microbiano de 1.287 e 765 |ig C-CO2.g ' 
solo, respectivamente, para as camadas 0-5 e 5-20 cm superficiais de 
um oxissol sob floresta da Amazônia, aplicando o método da FI sem 
o uso de controle. Tais dados são bastante semelhantes à média obti
da para a camada 0-10 cm dos oxissolos estudados (961 |xg C-CO,.g 
1 solo). Com base na estreita correlação entre o fluxo de C-CO, e o C 
microbiano, parece que o método da FI pode ser usado na estimativa 
da biomassa microbiana desses solos tropicais, desde que se use um 
controle apropriado. Para os oxissolos, com alto teor de argila e valo
res de pH < 4,5, o uso de um controle parece desnecessário quando 
se tomam os resultados obtidos pelo método da FE como referência, 
enquanto que para os ultissolos e o alfissolo deve-se descontar o va
lor da respiração basal, podendo-se usar como controle tanto um solo 
não-fumigado como um fumigado.

TABELA 6. Comparação da biomassa microbiana-C (mg C.g_1 solo) estimada pelos 
métodos da FI usando três alternativas de cálculo e FE usando fator lçc padrão e específico.

MÉTODO FI MÉTODO FE

SOLOS A B C D E

Oxissol 1bc 596 d2 c 536 de a 913 d abc 659 de ab 889 d

Oxissol b695d bc 635 d a 1009 d ab 823 d a 1108 d

Ultissol b 522 de b 487 de a 918 d b349f b470e

Ultissol b284d ab 302 e a 611 e b290f ab 389 e

Alfissol b 454 de b 447 de a 803 de b 429 ef ab 578 e

a-Fm.-nWo.45
B " Fm. - WO.45
c - Fmo/0.45
D - Usando fator padrão - 0.35 (Sparling et al., 1990)
E - Usando fator kK específico = 0.26, obtido por marcação com 14C

'Médias na mesma linha, precedidas pela mesma letra, não diferem significativamente (P S 0.05 n=6). 
2Médias na mesma coluna, seguidas pela mesma letra, não diferem significativamente (P 0.05 n-6).
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O uso de um fator padrão pode fornecer um valor aproximado que, 
no entanto, está sujeito a erro de 20% ou mais, sendo considerado muito 
impreciso para alguns tipos de pesquisa (Ross 1990b). A aplicação do 
fator kEC específico de 0,26 determinado pela marcação com 14C destes 
solos, resultou em valores 35% mais elevados que os obtidos com o 
fator padrão de 0,35 (Sparling etal., 1990), ficando mais próximos àqueles 
obtidos pela via de cálculo FI escolhido. Fica evidente que se deve 
preferir o uso do fator específico para esses solos.

A biomassa microbiana C representou 3-4% do C orgânico total dos 
solos estudados. Esse nível é duas vezes maior que o indicado por uma 
revisão de Wardle (1992), sugerindo que a biomassa microbiana imobi
liza proporção maior do C orgânico total em florestas tropicais do que 
em florestas (especialmente coníferas) de clima temperado. O autor, no 
entanto, reconhece a falta de dados sobre o assunto, indicando a ne
cessidade de mais estudos para um amplo grupo de ecossistemas. Caso 
nossos dados venham a ser confirmados, ficará demonstrada a impor
tância da biomassa microbiana como fonte potencial de nutrientes nos 
solos da Amazônia.

A marcação in situ da biomassa microbiana mostrou também que os 
oxissolos têm uma capacidade menor de metabolizar a glicose adicio
nada do que os ultissolos e o alfissolo. A maior taxa de decomposição 
do material marcado com 14C, nos solos de textura mais leve, indica 
uma assimilação menos eficiente da glicose e/ou uma reciclagem mais 
rápida da biomassa microbiana C. Os oxissolos, no entanto, incorpora
ram mais 14C da [14C]-glicose no material microbiano, fato também ob
servado por Amato & Ladd (1992) em solos com alto teor de argila. A 
razão desse comportamento tem sido atribuída aos diversos fatores dis
cutidos por Wardle (1992), incluindo a capacidade de a argila diminuir 
o tempo de reciclagem de produtos orgânicos e, desse modo, aumentar 
a retenção de biomassa microbiana.

Bonde et al. (1991) estudaram o mesmo oxissol em Manaus pelo 
método da FI, sugerindo que a biomassa microbiana da camada super
ficial do solo consiste de uma fração pequena e ativa, e outra, grande e 
dormente. O alto teor de argila desse solo podería ser responsável pela 
proteção de microrganismos em micro-sítios, onde eles ficariam dor- 
mentes após completar a degradação do substrato. De acordo com 
Hassink et al. (1993), maior proporção de microrganismos encontra 
proteção física em microporos contra predadores em solos argilosos do 
que em solos arenosos, contribuindo com seu estado menos ativo.
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Pode-se concluir que os resultados gerais obtidos pelo método da FI 
foram satisfatórios para esses tipos de solo. Entretanto, o método da 
fumigação-extração é mais conveniente, mostrando-se útil na estimati
va do C microbiano no mesmo extrato. Embora haja alguma diferença 
entre os fatores kEC específicos encontrados para os solos, o uso de um 
fator comum permite uma estimativa aceitável da biomassa microbiana 
nesse e em outros solos tropicais semelhantes.
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IHTRODUÇÃO

A biodiversidade consiste na variação dos seres vivos, sejam eles 
plantas, animais ou microrganismos, provenham de ambientes terres
tres, marinhos ou de outros ambientes. É, portanto, o conteúdo da va
riação biológica que ocorre no mundo. O termo foi usado pela primei
ra vez em 1986, resultado da contração das palavras “diversidade bio
lógica” ou “diversidade biótica”, e mede, em princípio, toda a variação 
biológica do planeta Terra. Em outras palavras, biodiversidade é uma 
medida da variação ou variabilidade existente entre as espécies de se
res vivos e dentro delas. Essa variabilidade tem como fonte principal as 
mutações, que constituem modificações na molécula que carrega as 
informações hereditárias e são transmitidas de ascendentes para des
cendentes. Dessa forma, modificações que ocorrem no ácido desoxir- 
ribonucléico — o DNA que constitui, na grande maioria dos casos, o 
material genético — são transmitidas através de gerações e desenca
deiam o processo de variabilidade entre os seres vivos. Juntamente 
com a mutação, outra maneira pela qual os seres vivos ampliam a va
riação já existente é a recombinação.
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Atualmente sabe-se que a recombinação tanto pelo processo de per
mutação ou “crossing-over”, ou seja, troca de partes entre cromossomos 
homólogos, como também através de elementos transponíveis, os trans- 
posons, não acontece apenas entre indivíduos de uma mesma espécie, 
mas também entre espécies distintas. As publicações de Azevedo (1985, 
1986), Costa (1987) e Azevedo (1996) dão mais detalhes sobre os pro
cessos de mutação, recombinação clássica e por transposons em micror
ganismos.

Além de processos naturais como mutação e recombinação, a varia
ção existente entre os seres vivos pode ser aumentada, inclusive de 
maneira dirigida, por meio de processos artificiais em laboratório e pelo 
emprego das tecnologias do DNA recombinante, fusão de protoplastos 
e mutações “sítio dirigidas”, ou seja, através de técnicas de engenharia 
genética. A revisão de Astolfi Filho et al. (1985) fornece maiores infor
mações a respeito.

Mutação e recombinação e a existência de ambientes, que também 
são variados e variáveis no tempo e no espaço, fazem com que os seres 
vivos sejam selecionados de diferentes maneiras. Os mais aptos a deter
minados ambientes sobrepujam outros menos aptos. Dessa maneira 
surgem raças, linhagens em variedades dentro de espécies, de espécies 
dentro de gêneros e assim por diante. Dessa forma, o processo evolutivo 
nos seres vivos está ocorrendo continuadamente.

Mais recentemente, entretanto, a constatação da alta biodiversidade 
existente e os perigos de sua redução, em decorrência de vários fatores, 
especialmente as atividades da espécie humana alterando de diferentes 
maneiras o ambiente, têm sido objeto de preocupação. Essa preocupa
ção tem resultado na realização de reuniões e discussões sobre o assun
to. Sabe-se que a manutenção da biodiversidade é considerada, nos dias 
de hoje, extremamente importante, e essa preocupação não envolve 
apenas a área de ciências biológicas mas também a economia, a religião 
e a ética, entre outras. São cada vez mais reconhecidos os perigos da 
diminuição da biodiversidade: desequilíbrios de conseqüências impre
visíveis e a extinção de espécies de seres vivos cujas propriedades e 
características poderíam ser de interesse não apenas para a manutenção 
desse equilíbrio, mas para o próprio bem-estar da humanidade. Entretan
to, esse enfoque é geralmente apresentado ao grande público como se a 
manutenção da diversidade biológica consistisse apenas na preservação 
de espécies de animais e plantas superiores em extinção. Em nosso país, 
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o enfoque está atualmente baseado, por exemplo, na preservação do 
mico-leão-dourado ou da ararinha azul, animais ameaçados de extinção. 
Embora a luta dos ecologistas para preservar essas espécies seja necessá
ria e até mesmo louvável, seus defensores, em geral provenientes da 
comunidade leiga ou zoólogos, esquecem-se que muitas espécies de seres 
vivos, reconhecidamente mais importantes do ponto de vista da preser
vação do ambiente e das outras espécies, estão sendo dizimadas sem 
que medidas coibidoras do extermínio sejam tomadas. Cada vez que se 
constrói uma represa, que se incendeia uma floresta ou que se lançam 
produtos químicos tóxicos no solo ou na água, além de animais e plantas 
superiores, microrganismos são enormemente afetados e muitos deles 
não têm mecanismos de locomoção tão ágeis como os encontrados em 
aves ou mamíferos, que lhes permitam escapar do extermínio. Entretan
to, quando são tomadas medidas para salvar especialmente animais das 
grandes inundações, por exemplo, que ocorrem com a construção de 
represas, faltam os mesmos cuidados para salvar também milhares de 
espécies de microrganismos.

Por serem eles microscópicos e, portanto, invisíveis aos olhos do 
grande público e da mídia, não se leva em consideração que, se uma 
espécie de mamífero ou ave é extinta, os danos são bem menos impor
tantes para o equilíbrio biológico em comparação com a perda de muitas 
espécies de microrganismos. Não se pode esquecer que o surgimento 
das plantas na Terra e, portanto, também dos animais, não seria possí
vel sem a existência de microrganismos como bactérias e fungos (Hawks- 
worth, 1991, 1992). Entretanto, como já foi mencionado, os programas 
de manutenção da diversidade biótica em andamento no mundo concen
tram-se muito mais em plantas e animais superiores do que em micror
ganismos.

Sabe-se atualmente que os microrganismos como bactérias e fungos, 
além de responsáveis por importantes transformações metabólicas, pelo 
controle biológico de doenças e pragas, pela fixação biológica do nitro
gênio atmosférico, pela degradação de resíduos vegetais e outros pro
dutos, inclusive tóxicos, são também um manancial de fármacos, co
rantes, enzimas e ácidos orgânicos, entre muitos outros produtos úteis 
e ainda inexplorados. Ou seja, além de exercerem um papel na sobre
vivência de outras espécies e na manutenção do equilíbrio entre elas, 
são fonte de produtos que contribuem para o bem-estar da população 
humana, inclusive remediando o mal que a própria espécie humana 
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produz no ambiente. Em outras palavras, a importância dos microrga
nismos para a ecologia e biotecnologia é inquestionável.

No presente capítulo, a diversidade dos microrganismos será primeira
mente comparada com a de outros seres vivos. Em seguida, serão vis
tos o potencial que têm para a biotecnologia, a forma como essa diver
sidade pode ser usada, preservada e as iniciativas que devem ser toma
das a respeito do assunto, especialmente no Brasil.

DIVERSIDADE NOS SERES VIVOS EM GERAL 
E NOS MICRORGANISMOS EM PARTICULAR

A Tabela 1 extraída das revisões de Bull et al. (1992) e também de 
Hawksworth (1991) com modificações, dá uma idéia do número conhe
cido de espécies de seres vivos em nosso planeta, além de fornecer 
uma estimativa do que ainda está por ser descoberto.

As estimativas apresentadas na Tabela 1 baseiam-se em diferentes 
fatores (Hawksworth, 1991) e estão sujeitas a revisões. Em geral, os 
dados são conservadores e subestimados. O número de 1,5 milhão de 
espécies atualmente descritas deve subir para cerca de 13 milhões.

Só no reino dos fungos devem existir mais espécies do que todas as 
espécies animais, vegetais e microbianas conhecidas atualmente. Os 
dados que estimam o número total de espécies de fungos existentes 
estão principalmente baseados no número de novas espécies que são 
descritas por ano, em comparação com o número de espécies de plan
tas vasculares existentes e as descritas, também anualmente. Como salien
ta Hawksworth (1991), as pesquisas com fungos estão mais restritas aos 
países de clima temperado, pois muito menos tem sido estudado a 
respeito em regiões tropicais. Com exceção de esforços esporádicos 
como o ocorrido na Universidade Federal de Pernambuco, em Recife, 
durante a existência do Instituto de Micologia, quando Chaves Batista 
isolou e classificou 3-500 espécies novas da região, e de dados da Amé
rica Central, o potencial de fungos existentes nos trópicos é ainda uma 
incógnita. Entretanto, é de se supor que esse potencial seja maior do 
que o encontrado em outras regiões, considerando que as temperatu
ras e as condições de umidade nos trópicos são favoráveis ao desenvol
vimento de fungos. É possível, assim, que a estimativa de cerca de 1,5 
milhão de espécies de fungos existentes no mundo seja conservadora,
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Obs.: Os dados correspondem à soma de certos grupos de espécies. Quando não se faz idéia de 
quantas outras espécies podem ainda ser descritas em determinado grupo, mantém-se a tendência 
conservadora de não acrescentar novas espécies.

TABELA 1. Número de espécies de seres vivos atualmente conhecidas e estimativa de 
espécies existentes no mundo.

SERES VIVOS ESPÉCIES 
CONHECIDAS

NÚMERO ESTIMADO
DE ESPÉCIES

PORCENTAGEM 
DE ESPÉCIES 
JÁ CONHECIDAS

Bactérias 4.700 40.000 11,9

Fungos 69.000 1.500.000 4,6

Algas 40.000 60.000 66,7

Plantas 267.750 295.000 90,8

Protozoários 30.800 100.000 30,8

Porífera, cnídios 
e nematóides

29.000 515.000 5,6

Crustáceos, insetos 
e outros invertebrados

970.000 6 a 10.000.000 9,7 a 16

Outros animais 98.000 100.000 98

Vírus 5.000 130.000 3,8

TOTAL 1.414.250 8.720.000 a 12.740.000

podendo esse número chegar até a 2,4 milhões de espécies, o que é um 
valor maior que a soma de todos os outros seres vivos, excetuados os 
insetos. Apenas como exemplo, cite-se que só no período entre 1980 a 
1991 foram descritas 123 novas espécies de um dos gêneros mais conhe
cidos e estudados de fungos, o gênero Penicillium, que se somaram às 
suas 150 espécies já conhecidas. Se for considerado ainda que pouco 
se explorou na área de fungos que crescem sobre outros fungos, em 
algas, em insetos, além dos endófitos, isto é, aqueles que vivem no 
interior de plantas sem aparentemente serem patógenos a elas (ver ca
pítulo sobre microrganismos endofíticos, nesta mesma publicação), pode- 
se chegar com relativa facilidade ao assombroso número de mais de 2 
milhões de espécies de fungos existentes e que serão descritas no futu
ro. De fato, se cerca de 1.700 novas espécies no Reino Fungi têm sido 
descritas anualmente e com a estimativa conservadora de 1,5 milhão de 
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espécies cie fungos existentes, vão ser necessários mais de 800 anos 
para que todas se tornem conhecidas. Esses valores indicam a necessi
dade de um substancial esforço para aumentar pelo menos de 10 a 100 
vezes a velocidade de descrição de novas espécies de fungos. Isso re
duziría o tempo gasto para a descrição de todas as espécies do reino, 
que estaria, então, entre 10 e 100 anos.

Com relação a outros microrganismos, a situação é um pouco me
lhor. Entre as bactérias, o número estimado de novas espécies é bem 
menor e já se conhecem cerca de 11% delas. O problema é sério com 
os vírus, supondo-se que apenas cerca de 4% deles sejam conhecidos. 
Nematóides microscópicos podem ter uma situação bastante precária, 
tanto quanto a encontrada entre os vírus. Em situação melhor estão as 
algas microscópicas e protozoários, com um bom número de espécies 
já conhecidas e classificadas (Tabela 1). De uma maneira geral, entre
tanto, verifica-se que a situação dos microrganismos é de grande infe
rioridade, se comparada com a situação atualmente encontrada entre 
animais e plantas superiores. Isso era de se esperar, devido à dificulda
de do próprio conceito de espécie em certos grupos microbianos, além 
das dificuldades inerentes ao tamanho dos microrganismos (Miller, 1995). 
Felizmente, os microrganismos estão sendo cada vez mais valorizados, 
em virtude de seu papel na manutenção do equilíbrio biológico e por 
seu uso cada vez mais significativo em processos biotecnológicos.

A BUSCA DA DIVERSIDADE MICROBIANA

Atualmente, 30% do solo existente em nosso planeta é constituído 
por terra agriculturável. É um ecossistema que não pode ser despreza
do do ponto de vista biológico. É ele que sustenta a população humana 
e não há, no momento, condições de reverter esse quadro. Muito pelo 
contrário, se a explosão populacional humana continuar, e se novas 
tecnologias não forem implementadas para aumentar a produtividade, 
a porcentagem de solo agriculturável deve crescer. Assim, há necessidade 
de conservar a biodiversidade existente, especialmente a vida microbiana 
iKennedy & Smith, 1995). Até pouco tempo, a qualidade do solo agri
culturável era considerada apenas em relação aos seus atributos físicos 
e químicos. Os microrganismos eram estudados de forma quantitativa, 
importando somente sua população total. A partir dos anos 80, a situa
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ção alterou-se. Verificou-se que os microrganismos são importantes no 
controle biológico de doenças e pragas da agricultura, por exemplo, 
além de fixarem nitrogênio atmosférico, funcionarem como micorrizas, 
ajudando as plantas a sobreviver em condições de estresse, e protegen- 
do-as contra patógenos, realizando transformações metabólicas, produ
zindo toxinas e muitos outros produtos. Atualmente, a medida da po
pulação microbiana é uma medida da degradação do solo (Keneddy 
& Smith, 1995). Em muitos casos, constata-se que um solo agriculturável 
contém igual ou maior biodiversidade que um solo não-cultivado.

O solo é, portanto, um rico manancial de diversidade microbiana. 
Além dele próprio, as plantas em si contém microrganismos, muitos 
deles de espécies ainda não descritas. São os microrganismos endofíticos 
dos quais existe uma dezena ou mais em cada espécie vegetal. Micror
ganismos podem ser ainda encontrados em insetos. Como existem mi
lhões de espécies de insetos e cada uma delas possui microrganismos 
característicos, pode-se imaginar a riqueza de espécies microbianas que 
ainda está por ser descoberta. Enfim, são muitos os habitats onde micror
ganismos podem ser procurados. Isso vai resultar na descrição de nu
merosas novas espécies, e principalmente na descoberta de novos pro
dutos de valor biotecnológico.

Também há uma melhoria no uso de novas armas para classificação 
de microrganismos e outros seres vivos, e principalmente dos primei
ros, devido às dificuldades de aplicar-se o conceito de espécies aos 
mesmos. Essas técnicas incluem desde a eletroforese para isozimas, 
hibridizações DNA-DNA, técnicas de análise direta do DNA conhecidas 
por siglas como RFLP, PCR, RAPD, além do uso de eletroforese em 
campo pulsado para separar e determinar tamanho e número de cromos
somos de microrganismos. A potencialidade dessas técnicas, não só 
como auxiliares na taxonomia microbiana como também na detecção 
de novos microrganismos e para estudos da diversidade microbiana, 
pode ser encontrada nesta mesma publicação (capítulo sobre aplica
ções da PCR em biologia molecular). Revisões sobre a metodologia 
utilizada em cada uma dessas técnicas podem ser encontradas em Fun
gara (1995), Paccola-Meirelles etal. (1988) e Pizzirani-Kleiner & Azeve
do (1989). Do ponto de vista taxonômico, o uso de sondas de RNA 
ribossômico e o seqüenciamento dessas moléculas levou a notáveis 
avanços na classificação de espécies, como salientam Bull et al. (1992). 
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5or exemplo, estudos realizados em microrganismos termofílicos nos 
istados Unidos, usando seqüências de cDNA obtidas a partir de RNA 
ibossômico 16S usado como iniciador ou primer, complementar à re
gião conservada do rRNA, indicaram a possibilidade de descoberta até 
le novos Phyla, o que demonstra o pouco conhecimento da biodi
versidade existente, mesmo em locais bem estudados como as fontes 
ermais (Ward et al., 1990, 1992). Análises por meio de técnicas usando 
(NA ribossômico revelaram também novas facetas na taxonomia de 
nicrorganismos encontrados no rúmen (Stahl etal., 1988). Outros tipos 
le análise, como RFLP em Chlamydia psittaci revelam que, dentro da 
ispécie, a análise de 23 isolados provenientes de aves e mamíferos 
nostraram grande diversidade genética, o que resultou na sua separa- 
ão em 4 grupos com menos de 30% de homologia em seus DNAs 
Fukushi & Hirai, 1989). Uma alta diversidade também tem sido encon- 
rada dentro de espécies de microrganismos endofíticos, como foi re- 
entemente demonstrado em nosso laboratório com isolados de Colle- 
otrichum musae e Guignardia citricarpa (Glienke, 1995; Longo, 1996), 
>u com isolados do gênero Penicillium provenientes de milho (Ribei- 
o, 1995).

Evidentemente, a aplicação de apenas uma dessas modernas técni- 
as para estabelecer a quantidade de diversidade microbiana dentro de 
im gênero ou espécie não é suficiente para a descrição de novas espé- 
ies. Entretanto, associadas a outras técnicas, no conjunto, elas são um 
•oderoso auxiliar para a medida de diversidade existente não só em 
licrorganismos como em outros seres vivos (Miller, 1995).

OTENCIAL BIOTECNOLÓGICO
IA DIVERSIDADE MICROBIANA

Como Olembo (1995) salienta muito bem, a relação entre biodiver- 
idade e biotecnologia é de dependência mútua. Biodiversidade é a 
ase genética da qual a biotecnologia se vale para desenvolver proces- 
□s e produtos de interesse econômico e/ou social. Por outro lado, a 
iotecnologia tem muito a oferecer, não só através de técnicas que 
uxiliem a manutenção da própria biodiversidade, como para aumentá- 
i ainda mais por meio de poderosos processos como os da engenharia 
enética.
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São numerosos os processos biotecnológicos que utilizam microrga
nismos, seja para obtenção de produtos de valor comercial, seja para, 
através do próprio processo, chegar-se a um resultado de interesse, 
como despoluição de um ambiente por biorremediação ambiental. Pen
sando apenas nos fungos, estes são usados na produção de aminoácidos, 
antibióticos e outros fármacos; bebidas como cervejas, vinhos e destila
dos; na panificação; no controle biológico de pragas, doenças e plantas 
daninhas; na fabricação de queijos; diversas enzimas; alimentos fer
mentados; flavorizantes; corantes; na geração de produtos de interesse 
energético, como o etanol; na produção de ácidos orgânicos, como o 
ácido cítrico, vitaminas e muitos outros produtos. Seria extremamente 
difícil, hoje, fazer um levantamento de todos os produtos derivados de 
microrganismos. Para cada um deles, o processo empregado e outros 
detalhes constituiríam capítulos à parte, devido à amplitude dos dados 
atualmente disponíveis, que aumentam de forma rápida e constante. 
Apenas como exemplo, a Tabela 2 dá uma relação de enzimas de apli
cação industrial e de uso clínico, produzidas por microrganismos, e a 
Tabela 3 apresenta exemplos de aplicação da tecnologia de biorreme
diação. Nessas duas áreas exemplificadas, a tendência é de que, cada 
vez mais, sejam encontrados microrganismos na natureza que preen
cham as finalidades desejadas. Evidentemente, haverá também a possi
bilidade de um melhoramento genético posterior nos microrganismos 
dados como úteis, por meio das técnicas clássicas e modernas. O mais 
importante no momento é, entretanto, o desenvolvimento de proces
sos de triagem (screening), que levem a uma rápida seleção dos mi
crorganismos mais favoráveis dentre os muitos isolados de um ambien
te natural. Atualmente, mais de uma dezena de empresas estão cons
tantemente realizando essa triagem (Bilis, 1995). Fontes como o solo, 
plantas, animais, resíduos urbanos, da agricultura e industriais, águas e 
muitas outras, estão sendo exploradas com o objetivo de se descobrir 
novos microrganismos com aplicações biotecnológicas.

É crucial o uso de meios de cultura e de técnicas de incubação apro
priadas, além de técnicas de detecção rápidas e sensíveis, aliadas à 
robotização de todo o processo de triagem. A formulação de meios 
seletivos, por exemplo, permite obter, em uma placa de Petri, apenas 
os microrganismos que se deseja selecionar ou, pelo menos, que sejam 
distinguíveis dos outros por características fenotípicas.
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BELA 2. Exemplos de enzimas de aplicação biotecnológica produzidas por 
crorganismos, especialmente actinomicetos (segundo Manfio & Lemos, 1996).

ZIMAS APLICAÇÕES ORGANISMOS PRODUTORES

ÍIREDUTASES

rtisona reductase Biotransformação Streptomyces hygrogenans

lesterol oxidase Análises clínicas Nocardia sp., Rhodococcus 
rhodochrous, Streptomyces spp.

itina desidrogenase Biotransformação Streptomyces cyanogenus

enilalanina Indústria de alimentos Alcaligenes sp., Aspergillus sp., 
Bacillus sp., Corynebacterium sp., 
Pseudomonas putida, Rhodotorula 
glutinis, Rhodococcus sp.

ilutamato oxidase Análises clínicas Streptomyces violacens

ito oxidase Medicina Streptomyces cyanogenus,
Streptomyces gannmycicus

mofenol monoxidase Biodegradação de fenol Streptomyces glaucescens

\NSFERASES

etiltransferases Biotransformação Streptomyces spectabilis

fotransferases Biotransformação Streptomyces fradiae,
Streptomyces griseus

cleotidiltransferases Análises clínicas, 
biotransformação

Streptomyces coelicolor

JROLASES

ases: específicas Biotransformação Rhodococcus erythropolis,
Streptomyces lavendulae

ases: inespecíficas Indústria de detergentes Bacillus spp.

folipases Análises clínicas, 
biotransformação

Streptomyces hiroshimensis,
Streptomyces scabies,
Streptomyces spp.

ionucleases Biologia molecular Vários gêneros de bactérias, 
incluindo actinomicetos, bacilos, 
enterobactérias e pseudomonas

lilases Alimentos e têxtil Streptomyces spp., 
Thermoactinomyces vulgaris, 
Thermommonospora spp.

ulases Alimentos, têxtil e papel Streptomyces spp.,
Thermommonospora spp., fungos

mases Têxtil e papei Streptomyces spp., 
Thermommonospora spp., 
fungos diversos
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Fenoxiazinona sintase

ENZIMAS APLICAÇÕES ORGANISMOS PRODUTORES

HIDROLASES

Quitinases Processamento de quitina Amycolatopsis orientalis, 
Streptomyces spp.

N-Acetilmuramidase Lise de parede celular 
bacteriana

Streptomyces spp.

Neuraminidase Biologia molecular Actinomyces spp., Vibrio 
cholerae, Corynebacterium spp., 
Cloatridium perfringens, 
Mycobacterium spp.

a-D-Galactosidases Biologia molecular, 
medicina

Streptomyces spp.

1,3-a e 1,3-6 Glucanases Biodegradação, medicina, 
biotransformação

Streptomyces spp.

Peptídeo hidrolases 
(proteinases)

Biologia molecular, 
indústria de detergentes 
e têxtil

Actinomadura sp.,
Bacillus spp., Clostridium spp., 
Streptomyces spp., 
Thermoactinomyces sp., 
Thermommonospora spp.

L-Asparaginase Medicina Escherichia coli, Mycobacterium 
spp., Streptomyces karnatakensis

Aminoacilase 
(isômeros oticamente 
ativos de aminoácidos)

Biotransformação Mycobacterium smegmatis, 
Streptomyces spp., 
Streptoverticillium spp.

LIASES

Pectato liase Biodegradação de 
pectinas, indústria 
de alimentos (clarificação)

Streptomyces spp.

L-Fenialanina amônia liase Biotransformação Neurospora crassa, Rhodotorula 
glutinis, Streptomyces spp.

ISOMERASES

D-Xilose isomerase 
(aldose em cetose)

Biotransformação Actinoplanes missourinensis,
Microbispora rosea,
Micromonospora coerula, 
Nocardia asteroides, Nocardiopsis 
dassonvillei, Streptomyces spp.

SINTASES

Biotransformação Streptomyces antibioticus
(produção de actinomicina)
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.BELA 3. Exemplos de ações microbianas na tecnologia de biorremediação (segundo 
zoller, 1996).

;ÕES MICROBIANAS DIFICULDADES SOLUÇÕES

imização da degradação 
fenantreno em solos

ntaminados com óleos de alcatrão 
avés da ação de Phanerochaeta 
yysosporium

Inexistência 
de população 
especializada in situ

Inoculação com 
organismos externos

imização da mineralização de 
eno, benzopireno e carbazol 
r consórcios microbianos

Baixa população de 
agentes degradadores 
in situ

Seleção e 
enriquecimento insitu

-metabolismo de PCBs pela espécie 
inetobactersp., estimulado pela 
isença do susbtrato primário 
nzoato

Ausência de substrato 
para crescimento

Suplementação com 
o substrato primário

'orecimento do metabolismo 
ieróbio para a ocorrência de reações 
desalogenação redutiva (reações 
redução de moléculas halogenadas, 
juida de sua degradação)

Condições físico- 
químicas ambientais

Alteração das 
condições ambientais

imulação da biodegradação de 
irofenóis pela presença de 
adores de elétrons (ácidos 
lânicos e álcoois)

Ausência de doadores 
de elétrons que 
favorecem as reações 
de redução de 
compostos halogenados

Suplementação de 
compostos doadores 
de elétrons

Se o sucesso da descoberta de novos produtos consiste em obter mi- 
Drganismos ainda nào descritos, deve-se ter em conta que, além da 
isca em ambientes distintos como os já citados, também é importante 
•ter várias amostras de um mesmo local em diferentes épocas do ano. 
jve-se ainda lembrar que são imprescindíveis as técnicas que permitam 
isolamento não só de microrganismos de rápido crescimento, como 
nbém daqueles de crescimento lento que, em geral, são mascarados 
los primeiros. Finalment, é de grande importância considerar, durante 
pesquisa, se interessa apenas o isolamento de microrganismos para 
alidades aplicadas ou se há também interesse em descobrir novas taxa 
ivaliar a biodiversidade existente. Bull et al. (1992) citam vários exem- 
?s de sucesso na busca seletiva de microrganismos de interesse bio- 
:nológico, empregando-se meios seletivos e ambientes de busca apro- 
iados.
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IMPORTÂNCIA DA CONSERVAÇÃO
DA BIODIVERSIDADE MICROBIANA

A preservação da diversidade microbiana é pouco considerada, em
bora se saiba que microrganismos geram, só pela sua utilização em 
processos biotecnológicos, bilhões de dólares por ano. A perda dessa 
biodiversidade não é prejudicial apenas do ponto de vista biotecnológico, 
mas também para a conservação do ambiente. Entretanto, e este dado 
é estarrecedor, os primeiros brados de alerta para a preservação de 
microrganismos na natureza só surgiram por volta dos anos 80 (Bull et 
al., 1992). Não se tem idéia, nos dias de hoje, de quanto dessa biodi
versidade já se perdeu. Sabendo que florestas tropicais desaparecem na 
base de 2% ao ano, o que equivale ao tamanho da Suíça e Holanda 
juntas (Wilson, 1989), e que outras áreas como pantanais e terras agri
cultáveis sofrem grandes transformações com danos para a população 
microbiana, estima-se que milhares de espécies já estejam extintas. Os 
dados de Raven, citados por Hawksworth (1991), são assustadores. Nos 
próximos 25 anos, devem ser extintas cerca de 376.000 espécies só de 
fungos, se medidas não forem tomadas. A importância da preservação 
dessa biodiversidade é evidente. Uma das formas de preservá-la é por 
meio de coleções de culturas microbianas ex situ, isto é, manutenção 
por processos apropriados como sílica gel, liofilização, nitrogênio lí
quido e muitos outros (Azevedo, 1991). Esforços nesse sentido são rea
lizados no mundo todo, inclusive no Brasil. Como bem salienta Canhos 
(1996), países em desenvolvimento ainda não perceberam a importân
cia de conservar e explorar sua diversidade microbiana, e a preserva
ção ex situ é essencial no caso. Entretanto, o número de espécies mi
crobianas já existentes e a diversidade dentro e entre elas é tão grande 
que será praticamente impossível mantê-las em coleções. Existem atual
mente — só considerando os fungos — cerca de 254.000 linhagens em 
coleções de culturas. Levando em conta a sinonímia de espécies, pode
mos estimar que esse número caia para 11.500 espécies distintas, o que 
representa menos de 17% das espécies de fungos já classificadas e menos 
de 1% do número total de espécies provavelmente existentes (Hawks
worth, 199D- Além do mais, a conservação de microrganismos ex situ 
bloqueia, de certa maneira, a evolução, e conseqüentemente prejudica 
a própria manutenção da biodiversidade. Há, portanto, necessidade de 
conservação de locais para preservação de microrganismos in situ. Em- 
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ora difícil, isso pode ser conseguido por programas bem dirigidos, 
ue aliem fatores como a conservação de ambientes naturais diversos e 
lonitoramento por meio de técnicas clássicas e modernas. Mesmo as- 
m, a poluição, através do ar como pela “chuva ácida”, está constante- 
lente colocando em risco as populações microbianas nessas regiões 
^arentemente preservadas.

4ICIATIVAS PARA O BRASIL

Com um vasto território, climas e solos diversos, o Brasil possui um 
as mais altos índices de diversidade microbiana do mundo. A Amazô- 
a, com grande parte de sua área localizada no Brasil, além de outros 
aíses e regiões como Indonésia e Madagascar, estão entre as de mais 
ca biodiversidade (Bull et al.,1992). Torna-se necessário explorar e pre- 
;rvar essa biodiversidade, o que resultará em benefícios não apenas 
ira o país, mas para todo o mundo. Medidas a curto, médio e longo 
■azo têm que ser adotadas e entre elas salientam-se:
a) Formação de recursos humanos na área de microbiologia, 

«pecialmente em taxonomia. É surpreendente, mas, apesar de todo 
potencial existente em nosso país para exploração da biodiversidade 
icrobiana, temos uma microbiologia ainda incipiente na maioria de suas 
lhas de pesquisa. Embora alguns programas de microbiologia do solo 
controle biológico sejam reconhecidos como de bom nível, inclusive 
ternacionalmente, grande parte da microbiologia brasileira sempre se 
iltou para problemas da área médica, atualmente com fraco poder de 
impetitividade em escala mundial. Muitos programas de apoio ao de- 
■nvolvimento científico e tecnológico na área de ciências biológicas no 
■asil estão, mais recentemente, voltados à resolução de problemas de 
anteira como, por exemplo, aspectos diversos da biologia molecular 
icrobiana, incluindo espécies de interesse acadêmico de importância 
incipalmente para o campo da saúde. Essas pesquisas, hoje extrema- 
ente competitivas em todo o mundo, e baseadas normalmente em gran- 
js equipes com fortes interações inter e multidisciplinares, deixam pou- 
> espaço para que resultados significativos sejam gerados no Brasil. Os 
jsquisadores brasileiros na área têm a publicação de seus trabalhos em 
vistas de alto nível, que, por outro lado, são raramente citadas na lite- 
tura internacional. Basta verificar que o índice de citações de trabalhos 
íblicados no Brasil não chega a 1% do número de citações totais, índice 
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superado por países de população muito menor, como Israel, por exem
plo (Schott, 1993).

Um dos casos típicos ocorridos recentemente no Brasil é o do progra
ma de apoio ao desenvolvimento científico e tecnológico em biotecnologia, 
que, investindo em grupos consolidados e com bom número de publica
ções científicas em revistas internacionais, do início dos anos 80 até hoje, 
praticamente não produziu um processo ou produto biotecnológico e 
muito menos um retorno financeiro ao país. Entretanto, o programa vem 
gerando recursos humanos qualificados, especialmente em pesquisa aca
dêmica, principalmente na biologia molecular, embora quase sem vin- 
culação com a resolução de problemas de real interesse para o país, ou 
aproveitando a biodiversidade existente. O programa, com exceção do 
estabelecimento de uma coleção de culturas microbianas, olvidou que, 
ao nosso redor, existe uma imensa diversidade biológica que, se for bem 
explorada, resultará em processos e produtos que devem suplantar aqueles 
que eventualmente seriam obtidos utilizando apenas técnicas mais mo
dernas. É necessário, portanto, uma urgente formação de pessoal capaz 
de aliar processos clássicos e modernos na utilização da biodiversidade. 
Infelizmente, a ênfase foi tão grande em técnicas consideradas de ponta 
que os taxonomistas no Brasil praticamente tornaram-se um grupo em 
extinção. A perda da diversidade é tão importante na natureza como nas 
especialidades dos pesquisadores. À semelhança do que está ocorrendo 
no mundo microbiano, certas categorias de pesquisadores também vêm 
se extinguindo, com sérios riscos para o desenvolvimento da ciência 
atual e futura.

b) Preservação ex situ de microrganismos por meio de cole
ções bem estruturadas e priorização de ecossistemas ameaçados 
para sua preservação e dos microrganismos neles existentes. 
Embora existam iniciativas isoladas de sucesso, como a da Fundação 
André Tosello, em Campinas, e em laboratórios que tentam manter suas 
coleções de interesse para pesquisa própria, outras coleções de cultura 
sofreram ou estão sofrendo grandes perdas. Há necessidade de inves
timentos maiores e de continuidade na área. Continuidade nesse aspecto 
é extremamente importante, pois a preservação não pode ser baseada 
em indivíduos mas sim em instituições que resistam ao tempo.

c) Integração do Brasil a uma rede internacional, não só vi
sando conservação de microrganismos mas também sua explo
ração. Atualmente não é mais possível conceber esforços locais ou 
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gionais para programas de âmbito internacional. A diversidade 
icrobiana existente no país, se bem explorada por um conjunto de, 
>r exemplo, empresas e indivíduos de instituições públicas e priva
is nacionais e do exterior, resultará em benefícios para todos. Novas 
cnologias estão constantemente sendo descobertas e implantadas, 
intercâmbio de pessoal, de informações e de interesses é que leva- 
a diversidade microbiana existente no Brasil ao seu uso racional e 

■esultados positivos. Seria ingênuo supor que vamos manter e explo- 
r sozinhos e convenientemente nossa biodiversidade. A História é 
uito importante, pois ela nos ensina a construir um futuro melhor a 
irtir dos erros e acertos do passado. Exemplos já conhecidos no 
asil, incluindo vegetais como a seringueira e forrageiras e também 
icrorganismos, mostram que a nossa biodiversidade já foi levada 
ira outros países e aplicada com sucesso. Mostra também que, da 
esma forma, já exploramos com sucesso a biodiversidade externa, 
mo no caso do café e de certas essências florestais. O momento 
jal é de interação. É pela utilização inteligente da biodiversidade, o 
te tem que ser feito pela integração entre diversas áreas de saber e 
upos nacionais e do internacionais, que chegaremos ao desenvolvi- 
ento de novos processos e produtos de interesse global.
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INTRODUÇÃO

Durante os anos 70, o desenvolvimento das técnicas de engenharia 
genética teve grande impacto sobre as ciências médicas e biológicas, 
que passaram a utilizar diversas proteínas produzidas a partir de micror
ganismos geneticamente modificados ou, em linguagem comum, “en- 
genheirados” (GEMs - Genetic Engineered Microorganisms). O interes
se nessas técnicas, bem como o desenvolvimento de produtos a partir 
de plantas e microrganismos em geral, vem sendo grandemente influen
ciado pela rapidez com que os resultados de pesquisa básica têm atin
gido a aplicação. O primeiro resultado foi a produção, por microrganis
mos, de peptídeos e proteínas de origem animal. A grande quantidade 
de informação e experiência acumulada sobre certos microrganismos 
de laboratório, tais como Escherichia coli, Bacillus subtilis e Saccha
romyces cerevisiae, possibilitou que fossem, de imediato, empregados 
como hospedeiros de genes heterólogos; hoje, o espectro de hospedei
ros é praticamente ilimitado. Contudo, a própria rapidez com que esta 
ciência se desenvolve gera uma constante preocupação, por parte dos 
pesquisadores e da sociedade, com relação aos riscos inerentes à ma
nipulação genética e a uma possível contaminação do meio-ambiente 
por tais GEMs.
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Os próprios descobridores das novas metodologias logo reconhece- 
n os riscos potenciais que elas apresentavam, tendo tomado a inicia- 
a de organizar, já em 1975, a Conferência de Asilomar sobre Molécu- 
i de DNA Recombinante, que teve como principal objetivo discutir as 
tneiras de se trabalhar com microrganismos geneticamente manipu- 
ios e buscar definições e estratégias para garantir a segurança dos 
squisadores e da população (Berg et al., 1975). Definiram-se, naque- 
ocasião, regras de conduta bastante rígidas para que o trabalho cientí- 
o fosse realizado com o mínimo de riscos para o pesquisador, a popu- 
:ão e o ecossistema. Barreiras biológicas e físicas adequadas deve- 
m ser criadas para conter os novos microrganismos formados a partir 

• DNA recombinante. Entretanto, essa regulamentação foi posterior- 
mte abrandada para não tolher em demasia a liberdade dos pesqui- 
dores, o que poderia vir a obstruir o progresso científico.
Em alguns casos, os GEMs foram descritos como capazes de interfe- 
em populações microbianas e seus processos fisiológicos no solo 

ustin et al., 1990; Doyle et al., 1991; Wang et al., 1989). O principal 
nto levantado sobre essa questão é o fato de pouco se conhecer 
bre o comportamento dos organismos fora do laboratório e sobre o 
o de interferências ambientais que poderíam advir da recombinação 
nética ou mesmo de mutações que os GEMs viessem a sofrer depois 
sua liberação na natureza (Tiedje etal., 1989). Um problema adicio- 

1 que se apresenta é a falta de controle da nossa parte sobre a trans- 
ência de material genético de um organismo para outro, fenômeno 
rriqueiro principalmente entre bactérias, através de processos como 
njugação, transdução e transformação (Stozky, 1989; Lorenz & Wa- 
ernagel, 1993), que poderíam ocorrer entre os GEMs e os microrga- 
mos naturais do meio-ambiente.
Embora a transformação genética de bactérias tenha sido descrita 
sde 1928 por F. Griffith, vindo a ser compreendida nos seus mecanis- 
>s básicos em 1944 (Avery etal., 1944), só recentemente foi compro- 
:1a a ocorrência de transformação genética no ambiente, ou “natu- 
”, entre diferentes espécies bacterianas (Stewart, 1989). Na verdade, 
ta-se do mesmo fenômeno em que ocorre a entrada, na célula 
cteriana, de fragmentos de DNA livre (cromossômico ou plasmidial), 
e podem incorporar-se no cromossomo da célula, de maneira que a 
ormação genética acaba sendo transmitida às gerações subseqüen- 
. Esse é um dos mecanismos de transferência gênica horizontal e 
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depende da função de vários genes localizados no cromossomo bac- 
teriano (revisto por Lorenz & Wackernagel, 1994).

Os resultados de estudos in vitro da transformação de muitas espé
cies bacterianas e a evidência da persistência de DNA livre no ambiente 
aumentaram o interesse pelo estudo do crescimento, adaptação e evolu
ção dos microrganismos no ambiente natural e, por outro lado, do es
tabelecimento de sistemas capazes de degradar o material genético de 
microrganismos geneticamente manipulados (Molin et al., 1993). Na 
Fig. 1, vê-se a representação esquemática do fluxo de genes por trans
formação, proposto para ambientes aquáticos e terrestres (Lorenz, 1992).

Fragmentos de DNA livres no ambiente são continuamente produzi
dos por lise celular e excreção, formando agregados de DNA. A libera
ção desses agregados é distribuída em superfícies de minerais e outros 
sedimentos, como também em partículas suspensas nos habitats aquo- 
sos. Esse DNA extracelular pode transformar células competentes ou 
ser degradado pela atividade de DNAses extra e intracelulares, sendo 
os produtos da degradação então utilizados como nutrientes (Lorenz & 
Wackernagel, 1993).

Nutrientes
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FIGURA 1. Esquema da transferência de DNA livre em ambientes aquáticos e terrestres 
(extraído de Lorenz & Wackernagel, 1994).
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A meta principal do desenvolvimento de sistemas biológicos de con- 
íção dos GEMs consiste na eliminação (ou, ao menos, numa redução 
xstancial) de tais populações microbianas introduzidas nos ecossis- 
nas, uma vez que sua função já tenha sido completada. Duas diferen- 
abordagens se apresentam para o estabelecimento desses sistemas 
confinamento: a) um mecanismo passivo baseado na debilitação da 
hagem, tornando-a incapaz de sobreviver por muito tempo fora das 
ndições de laboratório. Assim, por exemplo, foi construída a linha- 
m mutante X1776 de Escherichia coli, que, para a constituição da 
rede celular, necessita do ácido diaminopimélico, molécula raramen- 
encontrada na natureza (Curtiss et al., 1977). Essa abordagem apre- 
íta a desvantagem de que as linhagens perdem muito de seu vigor, 
ismo em condições ótimas de laboratório, e evidentemente não se 
ístam para desenvolver algum tipo de tarefa no meio ambiente, onde 
o serão capazes de competir com a flora natural; b) um mecanismo 
/o, pelo qual o tempo de vida da linhagem seja controlado através 
indução proposital de uma proteína letal. O desempenho da linha- 

xi é portanto normal, até o momento em que ela comete suicídio. 
>e mecanismo poderia ser introduzido em qualquer linhagem sadia 
ludssen & Karlstrom, 1991), que passaria, então, a carregar o gene 
e desencadearia sua própria morte.

1 GENES ASSASSINOS OU SUICIDAS

Para se estudar o desenvolvimento de sistemas “suicidas”, foi primei- 
riente necessário identificar genes que codificassem proteínas, tendo 
r alvo de ação estruturas essenciais da célula, tais como a membrana 
ular, ribossomos etc. Durante estudos sobre a manutenção do plas- 
deo Rl de E. coli, foi identificado um lócus responsável pelo seu alto 
u de estabilidade, que está relacionado à expressão de um pequeno 
lipeptídeo (52 aminoácidos), altamente tóxico para as células (Gerdes 
?/., 1985; Gerdes etal., 1986). O fenótipo da estabilidade do plasmídeo 
â sob controle de um “RNA antisense”, sintetizado constitutivamente, 
s regula a expressão do peptídeo tóxico. Contudo, em células nas 
lis o plasmídeo não segregou, o “RNA antisense” decai rapidamente, 
írando um RNA mensageiro extremamente estável, que codifica o 
itídeo tóxico, o que irá resultar na eliminação das células livres de 
smídeo da população (Gerdes et al., 1986b).
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O isolamento dos dois genes, regulador e efetor, permitiu a análise 
molecular do mecanismo de controle da expressão gênica (Gerdes et 
al., 1988; Gerdes et al., 1990a). O gene que codifica o polipeptídeo 
tóxico foi denominado hok, (“host killing”), e o RNA antisense foi deno
minado sok (“suppression of killing”). A proteína tóxica afeta a morfo- 
logia das células, tornando-as transparentes devido à perda de substân
cias celulares, relacionada à desestabilização da membrana celular, re
sultando na parada da respiração (Gerdes et al., 1986a).

A partir da identificação dos genes hok e sok do plamídeo RI de E. 
coli, os pesquisadores foram à procura, em outros plasmídeos, de se- 
qüências homólogas que pudessem apresentar a mesma função (Gerdes 
et al., 1990b). Bech e colaboradores (1985) identificaram o gene re/F, a 
37 minutos no cromossomo de E. coli,, que é estruturalmente semelhante 
ao hok, mas para o qual ainda não se encontrou o significado biológico.

Um segundo homólogo do gene hok, o gene gef, foi identificado no 
cromossomo de E. coli (1 minuto no mapa) e a proteína codificada por 
esse gene apresenta um mecanismo de ação idêntico ao dos genes hok 
e rei F (Poulsen et al., 1989). Dois aspectos dessa família de genes têm 
sido estudados: a) a regulação da expressão gênica; b) o modo de ação 
dessas proteínas. A partir da construção de um gene de fusão entre gef e 
pho A, resultando em uma fosfatase alcalina enzimaticamente ativa ligada 
à membrana, localizou-se a Gef, uma proteína ancorada na membrana, 
com a região C-terminal voltada para o periplasma (Poulsen etal., 1991)- 
Essa proteína é constituída por um dímero, que pode sofrer modificações 
pós-traducionais. Foi proposto um modelo de que a proteína Gef forme 
uma porina na membrana interna, através da qual ocorrería o transporte 
de várias substâncias; no caso de ser produzida em excesso, o transporte 
levaria à morte da célula. Uma das conseqüências da ligação da proteína 
na membrana é a saída do íon Mg++ das células e o simultâneo transporte 
de RNAse do periplasma para o citoplasma, com capacidade de degrada
ção de RNA ribossomal, sendo tais danos irreversíveis (Akimoto et al., 
1986; Ono et al., 1987; Sakikawa et al., 1989). As proteínas Gef, RelF e 
Hok têm sido usadas como “assassinas” (killers) em outras bactérias com 
resultados satisfatórios (Contreras etal., 1991; Knudsen & Karlstrom, 1991; 
Molin et al., 1987). Sua grande vantagem é que elas são pequenas, alta
mente tóxicas, mesmo quando presentes em pequenas quantidades den
tro da célula, causando um efeito de reação em cascata, que se segue à 
sua incorporação na membrana. Também apresentam a vantagem de 
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irem ativas contra várias espécies bacterianas (Molin et al., 1987). Um 
íodelo de sistema suicida, construído para a contenção de GEMs, inse- 
ndo o gene hok (Bej et al., 1988) e outros genes desta família sob o 
□ntrole do promotor lac de E. coli em plasmídeos ou cromossomos de 
iferentes bactérias, permitiu a indução da morte, após a adição de IPTG, 
m todas as espécies bacterianas analisadas, embora com diferentes in- 
msidades (Molin et al., 1987).

> DNA COMO ALVO DE DESTRUIÇÃO CELULAR
- NUCLEASES

Apesar do sucesso dos experimentos realizados com proteínas da 
imília Gef, um sério problema ainda continuava sendo pertinente: a 
beração do material genético para o ambiente, mesmo depois da morte 
a célula, uma vez que as proteínas atuam na membrana, acabando 
or liberar conteúdo celular para o meio. Uma série de pesquisas vinha 
videnciando a persistência do DNA no meio-ambiente por períodos 
e tempo suficientes para permitir a ocorrência de processos de re- 
□mbinação ou conjugação (Roszak & Colwell, 1987). A Tabela 1 rela- 
iona o tempo de permanência do DNA livre em diferentes ambientes, 
ais resultados redirecionaram os pesquisadores, que partiram em bus- 
i de novas proteínas assassinas, capazes de atuar diretamente sobre o 
íaterial genético.

As nucleases começaram, portanto, a ser consideradas para essas 
nalidades, já que apresentam uma vantagem muito importante sobre 
5 Gefs: as nucleases têm a capacidade de degradar diretamente o 
íaterial genético, evitando a passagem deste de uma linhagem para 
utra, além de destruir a fonte de todos os elementos celulares.

Um dos pioneiros na construção de sistemas baseados na degrada- 
lo do material genético foi Stephen Cuskey, que utilizou a endonuclease 
e restrição £coRI, em E. coli (Molin et al., 1993). Mais recentemente, 
hrenholtz et al. (1994) desenvolveram um sistema suicida baseado na 
egradação do material genético de E. coli, através da ação da endo- 
uclease extracelular de Serratia marcescens, clonada a jusante do pro- 
lotorp, do fago lambda, controlado pelo repressor termossensível cI857. 
quantidade de enzima produzida após a indução foi suficiente para 

egradar 80% do DNA intracelular, inclusive plasmidial.
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TABELA 1. Tempo de vida do DNA em vários ambientes (extraído de Lorenz & 
Wackernagel, 1994).

AMBIENTE MEIA-VIDA (h) REFERÊNCIA

AMBIENTE AQUÁTICO

Esgotos 0,017-0,17 Phillips et al., 1989
0,23 Fibi et al., 1991

Águas limpas

oligotrófico 4,2 Paul etal., 1989
eutrófico 5,5 Paul etal., 1989

Água do mar

estuário 3,4-5,2 Paul etal., 1989
Paul etal., 1987

5,5 DeFlaun etal., 1989
superfície oceânica

oligotrófica 12,8 Paul etal., 1989
limitação de P 4,5 Turk etal., 1992
sem limitação de P 45,0-83,0 Turk etal., 1992

Sedimentos marinhos 235 Novitzky, 1986

140 Maeda & Taga, 1974

AMBIENTE TERRESTRE

Solo
arenosos 9,1 Romanowsky etal., 1992
lodosos 15,1 Romanowsky et al., 1992
barro 18,2 Romanowsky et al., 1992

A maioria dos trabalhos desenvolvidos ressalta a importância da es
colha do promotor e do sistema de reparação celular como fatores que 
podem afetar o resultado final da ação das nucleases. Para que o siste
ma suicida seja eficiente, a enzima deve estar presente em alto nível de 
concentração, de modo a competir com o sistema de reparação celular 
do material genético. De fato, quando se usam células portadoras da 
mutação rec A, o efeito letal das nucleases fica ainda mais evidente. 
Vem sendo dada preferência às nucleases extra celulares de Serratia 
marcescens e Staphylococcus aureus, uma vez que são extremamente 
ativas e capazes de digerir DNA e também RNA (Bali et al., 1987; 
Ahrenholtz et al., 1994).
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A nuclease extracelular de S. marcescens é constituída de 264 ami- 
Dácidos, dos quais 21 correspondem à seqüência “sinal” (Bali et al., 
)87). A presença de 4 resíduos de cisteína é fundamental para a forma- 
lo de duas pontes dissulfeto, sem as quais a atividade da enzima pode 
:r alterada (Bali etal., 1992). A nuclease madura de 5. aureusé forma- 
i por 149 resíduos de aminoácidos. Essa enzima não contém resíduos 
; cisteína e apresenta maior estabilidade (meia-vida intracelular de 
aas horas) do que a de S. marcescens (dois minutos) (Davis et al., 
>77; Shortle, 1983).
Bej & Molin (Molin et al., 1993) examinaram a atividade dessas nu- 

eases em sistemas suicidas. Para ambas, a estratégia de contenção 
ivolveu a clonagem das seqüências representando as enzimas madu- 
s, sob indução do promotor lac. Ao contrário do que havia sido visto 
)m a endonuclease de restrição AcoRI, na ausência de indução, as 
élulas continuavam a crescer perfeitamente bem, o que mostra que 
'veis basais dessas nucleases não são letais. Após a indução da expres- 
io, as células param de crescer e uma fração importante da população 
orre, ocorrendo degradação do DNA cromossômico.
Com relação à função suicida, as nucleases apresentam vantagens 

>bre as proteínas da família Gef, uma vez que atuam diretamente no 
NA. As nucleases têm como alvo uma estrutura encontrada em todas 
; células; além de terem-se mostrado eficientes em várias espécies de 
ictérias, uma estratégia semelhante funcionou para plantas (Mariani et 
’., 1990).

CONTROLE DA EXPRESSÃO GÊNICA

O ponto chave para a construção de um sistema suicida reside na 
gulação da expressão do gene assassino. Primeiramente, é importan- 
que não haja “vazamento” da expressão do gene, ou seja, que só 

zorra expressão após a indução, para evitar o aparecimento de resistên- 
a, como será explicado mais adiante. Em laboratório, o controle efi- 
iz da expressão gênica pode ser facilmente obtido, existindo vários 
romotores disponíveis (Molin etal., 1993). No meio-ambiente, porém, 
irios fatores ainda mal conhecidos podem alterar esse controle; num 
eio onde as condições variam constantemente, é difícil prever quais 
■rã o os sinais externos aos quais a célula responderá. Um problema 
icontrado pelos pesquisadores é a identificação da expressão dos genes 
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no ambiente, porque a maioria das células pode permanecer a maior 
parte do tempo em estado de dormência e até mesmo morrer desta 
forma. Seria, portanto, ideal que os sistemas suicidas fossem dotados 
de promotores suficientemente fortes e que permitissem a expressão 
da proteína, tanto em células em crescimento ativo como em período 
estacionário.

MECANISMO DE CONTROLE QUÍMICO

Este tipo de controle baseia-se na indução do gene suicida através 
de um determinado composto, como, por exemplo, o IPTG (Bej et al., 
1988). O problema, neste caso, é a ausência de tais produtos químicos 
livres no ambiente. Um modelo alternativo de regulação, em que a 
ausência de determinado composto é o fator desencadeante, consistiu 
na construção de um plasmídeo, contendo o gene hok, sob o controle 
do promotor trp de E. coli (Molin et al., 1987; Molin et al., 1988). Como 
a presença de triptofano reprime o promotor, quando a concentração 
de aminoácido no ambiente for reduzida em conseqüência do consu
mo pelo microrganismo, ocorrerá a desrepressão do gene e a síntese de 
proteína Hok, matando as células. O vínculo do sistema suicida a um 
repressor produzido em condições laboratoriais poderia ser útil. Assim, 
no laboratório, um determinado composto seria adicionado ao meio e 
induziría a expressão do repressor. No ambiente, como este composto 
não está presente, não haverá síntese do repressor e conseqüentemen- 
te a função suicida seria expressa.

MECANISMO DE CONTROLE FÍSICO

A contenção de microrganismos recombinantes por um sistema de 
controle físico baseia-se no sistema de expressão clássico de E. coli, 
com o grupo de promotores do fago lambda, regulados pelo repressor 
cl (Sussman & Jacob, 1962). O isolamento de uma variante termossensível 
desse repressor, cI857, permitiu o desenvolvimento de sistemas de ex
pressão regulados pela temperatura: com o aumento da temperatura, o 
repressor é inativado e fica, portanto, liberada a expressão a partir dos 
promotores lpR e lpL. Contudo, o problema deste sistema seria o limite 
de indução vinculado a uma faixa de temperatura que não pode ultrapas- 
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r os 40°C. Recentemente, foi também descrita a indução de genes por 
lixas temperaturas (Goldstein etal., 1990; Jones etal., 1987; Willimsky 
al., 1992), abrindo a possibilidade de empregar tais promotores asso- 
ados a genes suicidas.
A regulação da expressão de genes bacterianos envolvidos na degra- 

ição de compostos aromáticos, que não são encontrados intracelular- 
ente, vem também sendo explorada para a construção de sistemas 
ácidas (Contreras etal., 1991; Duque etal., 1992). Um grande número 
; compostos xenobióticos vem sendo introduzido no ambiente nos 
timos anos, alguns dos quais são facilmente degradados por micró- 
os, enquanto outros são recalcitrantes, constituindo ameaça para a 
•eservação ambiental. A engenharia genética de rotas catabólicas mos- 
Du-se uma eficiente tecnologia para acelerar, no laboratório, a evolu- 
10 de rotas biológicas para a remoção de compostos recalcitrantes 
Íamos & Timmis, 1987), e estão portanto sendo produzidos GEMs 
pecialmente programados para a liberação no meio-ambiente. Entretan- 
, é desejável que tais GEMs possam ser inativados, depois de terem 
imprido o seu papel despoluidor.
A família dos genes TOL, encontrados em Pseudomonas putida, é 

duzida pela presença de baixas quantidades de substrato (toluenos 
i benzoatos). A transcrição desses genes está sob o controle do pro- 
otor p e é dependente do substrato e da proteína reguladora XylS. A 
oteína XylS não tem atividade na ausência do substrato, mas, na sua 
esença, é ativada e estimula a transcrição de genes sob o controle do 
omotor p a qual continua até que se esgote o substrato (Inouye et 

1983; Mermod etal., 1984; Ramos etal., 1990). Tirando proveito do 
ecanismo, foram estabelecidos sistemas suicidas para bactérias espe- 
almente construídas para a degradação de compostos xenobióticos. 
m repressor que age sobre o promotor do gene assassino gç/foi clonado 
•b o controle do promotor p Assim, o repressor é sintetizado e o 
;ne assassino não se exprime até que a bactéria consiga mineralizar 
do o composto aromático em questão (Contreras et al., 1991; Duque 
al., 1992).

ECANISMO DE CONTROLE POR ESTRESSE

Os mecanismos de regulação da expressão de genes envolvidos na 
sposta celular a condições de estresse têm sido muito estudados nos 
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últimos anos. No laboratório, a bactéria encontra condições ótimas para 
a sua sobrevivência, principalmente quando usados meios de cultura 
ricos, onde não há fatores limitantes. Entretanto, no ambiente, além das 
flutuações de disponibilidade de nutrientes, ocorrem constantes varia
ções de outros parâmetros, tais como temperatura, pressão osmótica, 
PH e presença de compostos tóxicos, entre outros.

Os microrganismos, de maneira geral, desenvolveram respostas adap- 
tativas a essas condições extremamente desfavoráveis, que incluem mu
dança de morfologia, esporulação, resistência a vários fatores etc., atra
vés da ativação de genes específicos. Estudos sobre os diferentes meca
nismos de resposta ao estresse têm sido extensamente desenvolvidos, 
principalmente em E. coli (Matin, 1990; Matin et al., 1989), Salmonella 
typhimurium (Spector, 1990) e Vibrio spp. (Nystrom etal., 1990). A estra
tégia emergente destes estudos seria a fusão de promotores de genes de 
estresse aos genes suicidas. Entre os genes envolvidos no processo de 
resposta ao estresse, estão aqueles relacionados à carência de nutrientes. 
Uma vez que no ambiente esta é a condição mais comumente encontra
da, como também facilmente reproduzida no laboratório (Molin et al., 
1993), a indução da expressão de genes assassinos, em resposta à carên
cia nutricional, vem merecendo especial atenção.

MECANISMO DE ATIVAÇÃO RECOMBINACIONAL

Trata-se de sistemas suicidas baseados na resolvase do plasmídeo 
RP4, uma recombinase sítio-específica, cuja função normal é a de sepa
rar multímeros de moléculas de plasmídeos, através de recombinação 
ao nível de uma sequência de DNA conhecida como sítio res. Esses 
sistemas apresentam a vantagem de ser funcionais para um largo es
pectro de bactérias (Gerlitz et al., 1990). Para o estabelecimento do 
sistema-suicida utilizam-se dois sítios res, que são inseridos um de cada 
lado, de um fragmento de DNA contendo um gene marcador (geral
mente de resistência a antibiótico) e de um terminador de transcrição. 
Além disso, posiciona-se um promotor forte a montante do primeiro 
sítio res e um gene suicida sem promotor a jusante do segundo sítio res. 
Nesta situação, quando ocorrer recombinação através da ação da 
resolvase, a porção de DNA contida entre os dois sítios res será excisada, 
de tal modo que o plasmídeo perderá o marcador de seleção e o termi
nador de transcrição, deixando justapostos o promotor e o gene suici- 
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a. Conseqüentemente, haverá expressão do gene suicida, o que leva- 
i à morte da célula hospedeira. Como o fator limitante do sistema é a 
ísolvase, o controle sobre o suicídio deve ser exercido ao nível do 
ene da resolvase: substitui-se o promotor natural do gene da resolvase 
or um promotor que possa ser ativado no meio-ambiente.

IECANISMO DE CONTROLE TEMPO-DEPENDENTE

Em certos casos, é mais interessante empregar para a indução do 
ene assassino um sistema que dependa do tempo e não de algum 
nal físico ou químico. A indução do gene consiste num modo de 
□ntrole mais relevante para a população do que para a célula indivi- 
ual. Um exemplo desse tipo de sistema faz uso do promotor invertível, 
ue é responsável pelo fenômeno de variação de fase das fímbrias de 
po 1 de E. coli. O fenômeno de variação de fase consiste na alternância, 
o longo do tempo, entre células dotadas ou não de fímbrias e resulta 
a inversão da seqüência do DNA que contém o promotor do gene fim 
, responsável pela formação da fímbria. O promotor fim Ap inverte 
ja orientação numa frequência de aproximadamente 2.10’3/célula/hora 
íisenstein, 1981). Como tais eventos recombinacionais ocorrem inde- 
endentemente da taxa de crescimento, uma população estacionária 
ode ser gradualmente afetada, a uma taxa que dependerá apenas da 
eqüência de recombinação. Foram, portanto, realizadas construções 
íoleculares em que o gene assassino gef foi colocado sob o comando 
o promotor fim Ap. Células de E. coli portadoras desse tipo de cons- 
ução, seja em plasmídeos, seja integrada em cópia única no cromos- 
)mo, vão morrendo ao longo do tempo, atingindo níveis muito baixos 
e sobrevivência, após um período de 14 dias (Klemm et al., 1995). É 
iteressante notar que a inativação celular só fica aparente em células 
m fase estacionária; em culturas logarítmicas, não se detectou efeito 
o sistema suicida sobre a taxa de crescimento, o que sugere que a taxa 
e morte é insignificante em relação à taxa de crescimento (Klemm et 
l., 1995). Esse aspecto é muito importante, uma vez que, no meio- 
mbiente, é comum as células se encontrarem num estado estacionário 
u de dormência. Por outro lado, no processo industrial, que exige 
leno vigor de crescimento das células, o sistema suicida não se fará 
intir. A principal limitação do sistema reside no seu estreito espectro 
e ação: o fenômeno de variação de fase só é conhecido para poucas 
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espécies bacterianas e, até agora, só se mostrou útil para o estabeleci
mento de um sistema suicida para E. coli.

PRINCIPAIS PROBLEMAS RELACIONADOS
AOS SISTEMAS SUICIDAS

Dentre os fatores que limitam a eficiência dos diferentes sistemas 
suicidas, destacam-se o aparecimento de mutações que tornam a célula 
insensível ao gene assassino e a seleção na população das células com 
tal fenótipo. Essa seleção será tanto mais eficiente se houver expressão 
basal do gene assassino, o que vai acarretar uma taxa de crescimento 
reduzida das células com o sistema intacto em relação às células com o 
sistema mutado, conferindo a estas últimas uma clara vantagem seleti
va. Assim, em pouco tempo irão predominar na população as células 
resistentes. Com efeito, a maior dificuldade que tem sido encontrada 
para o estabelecimento dos sistemas suicidas é a alta proporção de 
células sobreviventes, que ainda permanece após a indução do gene 
da morte, cerca de IO-6 a IO-3, segundo o sistema (Knudsen etal., 1995).

O fenótipo “sobrevivente” pode resultar principalmente de muta
ções no próprio gene suicida, no seu promotor ou ainda em outros 
genes que inativem a função destes. Também pode decorrer de muta
ções que afetem outras partes da célula, tornando-a resistente à ação 
do gene suicida. Mutantes resistentes às Gefs foram identificados, po
rém esse fenótipo de resistência requer ao menos duas mutações, tor
nando-o de difícil ocorrência (Poulsen et al., 1992). O emprego de nu- 
cleases como genes assassinos apresenta, diferentemente das Gefs, a 
vantagem de que o alvo não pode ser modificado. Quando as muta
ções ocorrem no próprio gene suicida, transferindo-se o plasmídeo para 
outra célula, pode-se facilmente identificar o problema. Este tem sido o 
tipo de mutação mais freqüentemente encontrado nos sobreviventes 
dos sistemas-suicidas, com taxa de aproximadamente lO^/célula/gera- 
ção, no caso dos genes gef (Knudsen & Karlstrom, 1991). Isso pode 
constituir problema sério na produção em larga escala (fermentadores 
industriais e aplicações de campo), onde o número de células resisten
tes aumentará rapidamente.

No sistema desenvolvido por Ahrenholtz et al. (1994), usando a nu- 
clease de S. marcescens, verificou-se que o fenótipo da resistência foi, 
na maioria das vezes, decorrente de mutações no gene repressor cI857. 
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ívertendo a sensibilidade à temperatura. Uma maneira interessante de 
□ntornar o efeito das mutações consiste em se duplicar o sistema sui- 
da no organismo, usando dois sistemas idênticos ou mesmo sistemas 
iferentes. A estratégia foi recentemente desenvolvida por Knudsen et 
l. (1995), empregando o gene assassino rei F de E. coli. A função sui- 
ida foi inserida em duplicata num plasmídeo, em arranjo que impedis- 
j a inativação por deleção, recombinação ou inativação insercional, 
*ndo sido verificada uma taxa de inativação da função suicida de menos 
e 1010/célula/geração.

I ST EMAS SUICIDAS EM LEVEDURAS

O uso da levedura Saccharomyces cerevisiae como um modelo para 
élulas eucarióticas tem sido extremamente importante na identificação 
as vias envolvidas nos processos celulares básicos. Entretanto, embo- 
i tal levedura venha sendo também extensivamente manipulada para 
produção de proteínas de importância médica, industrial e científica 
tomanos et al., 1992), ainda não foram desenvolvidos sistemas suici- 
as para esse microrganismo. Estudos procurando compreender como 
5 leveduras se comportam no meio-ambiente demonstraram que esses 
rganismos, quando geneticamente manipulados, não apresentam ne- 
huma desvantagem quanto à sobrevivência em relação às linhagens 
dvagens. Fujimura et al. (1994) analisaram a sobrevivência de levedu- 
is geneticamente manipuladas, expressando o fator XHIa de coagula- 
ào em humanos e células sem o plasmídeo, e não encontraram dife- 
>nças significativas, demonstrando que a ausência do plasmídeo não 
□nfere vantagem seletiva para as células de levedura no ambiente.

Linhagens recombinantes de leveduras são preferencialmente utili- 
idas para a produção de proteínas heterólogas com aplicações tera- 
êuticas em humanos. Diferentemente dos microrganismos procariotos, 
□mo E. coli, as leveduras são capazes de expressar proteínas de ori- 
em animal com a conformação correta, além de realizar modificações 
ós-traducionais, muitas vezes indispensáveis à atividade biológica 
/alenzuela, 1987). Alguns estudos sobre a expressão de genes he- 
írólogos por leveduras foram desenvolvidos com o intuito de determi- 
ar a capacidade destes organismos geneticamente manipulados, dese- 
hados para produzir compostos de relevância industrial, de consegui
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rem expressá-los no solo (Tebbe et al., 1995), trazendo riscos à popu
lação devido à introdução de fenótipos alterados no ambiente. Apesar 
dos resultados evidenciarem queda na taxa de sobrevivência das leve
duras em duas semanas, também foi verificada a ocorrência de plas- 
mídeos segregantes ao fim do período, evidenciando a importância do 
desenvolvimento de sistemas suicidas para esses microrganismos.

Muitas proteínas tóxicas para células eucarióticas, com ação especí
fica para determinadas estruturas ou organelas celulares foram descri
tas. Proposta interessante seria o desenvolvimento de um sistema suici
da para leveduras, baseado na interferência e debilitação da síntese 
protéica, levando à morte celular. Uma família de toxinas de plantas, 
extensamente estudada e usada como suicida para células do sistema 
nervoso (Contestabile & Stirpe, 1993; Pangalos et al., 1991; Roberts et 
al., 1993), consiste nas proteínas conhecidas como RIPs (ribosome 
inactivating proteins), capazes de danificar ribossomos de eucariotos 
(Frankel et al., 1990; Stirpe et al., 1992). A maioria delas apresenta-se 
em forma de cadeia simples (RIPs do tipo I) ou cadeias duplas ligadas 
covalentemente (RIPs do tipo II).

As RIPs do tipo II estão entre as mais potentes toxinas conhecidas. 
Por estimativa, acredita-se que apenas uma molécula presente no cito- 
plasma seja suficiente para levar a célula à morte (Eiklid et al., 1980). 
Dessas proteínas, somente seis são conhecidas, sendo a mais estudada 
a ricina. Esta é uma proteína heterodimérica encontrada em sementes 
de mamona (Ricinus communis), que apresenta a cadeia A (RTA), liga
da à cadeia B (RTB) através de uma ponte dissulfídica (Olsnes & Pihl, 
1982). A ligação da cadeia B a resíduos de galactose expostos nas super
fícies das células de mamíferos permite a internalização da ricina, libe
rando a cadeia A no citoplasma, onde ocorre a inibição da síntese protéica 
(Olsnes & Sandvig, 1988), através da remoção de um resíduo de adenina, 
localizado em seqüências altamente conservadas, próximas ao final 3’ 
das subunidades 28S e 26S do rRNA (Endo et al., 1987). A maioria dos 
ribossomos de eucariotos é susceptível à atividade de N-glicosidase da 
RTA, embora ribossomos de diferentes espécies apresentem graus de 
sensibilidade variáveis (Stirpe & Hughes, 1989).

Gould et al. (1991) demonstraram que transformantes de leveduras, 
induzidos a expressar a RTA, podem produzir toxinas altamente efeti
vas contra seus próprios ribossomos, levando à parada imediata do 
crescimento celular e subseqüentemente à morte. Entretanto, encon- 
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im-se com certa freqüência mutantes resistentes à ação de toxinas 
íe agem ao nível da síntese protéica. Outra estratégia bastante interes- 
nte foi adotada por Saxena et al. (199D, usando RNAses como cito- 
xinas e comparando a atividade destas com as RIPs a-sarcina e ricina. 
s resultados demonstraram que a-sarcina e ricina são mais efetivas 
n abolir a síntese protéica do que as RNAses A e B, o que podería ser 
:plicado pela presença de inibidores de RNA espécie-específicos, além 
is RNAses poderem sofrer mais rapidamente efeitos de degradação da 
aquinaria celular do que a ricina e a a-sarcina. A estratégia emergente 
;sses estudos seria a clonagem da cadeia A da ricina ou de outra RIP 
) tipo II, sob o controle de um promotor regulável de levedura.
Um segundo caminho para a construção de sistemas suicidas para 

veduras consistiría na degradação do material genético por nucleases, 
imo já foi demonstrado para bactérias. Porém, no caso das células 
ícarióticas, em que o material genético encontra-se compartimenta- 
:ado no núcleo, estratégias de sistemas suicidas, que envolvam a des- 
lição do DNA, devem garantir que o produto tóxico seja transportado 
ira o interior do núcleo.
O transporte nuclear é um processo ativo, que opera através dos 

>ros nucleares, e é dependente do reconhecimento de sinais específi- 
is pela maquinaria de importação. Seqüências de aminoácidos, deno- 
inadas “sinais de localização nuclear” (NLS), foram encontradas em 
rios sistemas eucarióticos e se mostraram capazes de direcionar pro- 
ínas heterólogas para dentro do núcleo de eucariotos superiores 
Jingwall & Laskey, 1986; Newport & Forbes, 1987; Silver & Hall, 1988) 
im Saccharomyces cerevisiae (Silver et al., 1984; Silver etal., 1988). O 
LS mais bem estudado é um oligopeptídeo de sete aminoácidos, ca- 
iz de dirigir um número de proteínas citoplasmáticas para o núcleo, 
íando fundido a estas, através das técnicas de engenharia genética, 
guida pela expressão in vivo (Kalderon etal., 1984, 1984b). Benton et 
. (1990) utilizaram com absoluto sucesso esse NLS para dirigir a RNA 
ílimerase do bacteriófago T7 ao núcleo de Saccharomyces cerevisiae. 
Entretanto, Barnes e Rine (1985), estudando a expressão da endonu- 

sase £coRI na levedura, demonstraram ser essa enzima capaz de en- 
ir no núcleo de Saccharomyces cerevisiae sem necessidade de uma 
qüência NLS, quando esta proteína procariótica é sintetizada zn vivo 
partir do gene bacteriano clonado na levedura. Para o experimento, 
seqüência de DNA codificadora da endonuclease foi clonada sob o
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controle do promotor de levedura GAL1. Este promotor foi ideal, por
que a transcrição só ocorre após indução com galactose, além de ser 
reprimida por glicose. Após a adição de galactose, a célula de levedura 
produziu a endonuclease, que foi capaz de entrar no núcleo e matar a 
célula. Empregando-se como hospedeira uma linhagem portadora da 
mutação rad52, que é deficiente na reparação de quebras da dupla fita 
do DNA, observou-se um efeito letal ainda mais pronunciado após a 
expressão da £coRI. Uma das possíveis explicações para a entrada da 
£coRI no núcleo da levedura hospedeira sem o NLS seria seu reduzido 
tamanho (62 kDa), que possibilitaria a sua difusão através dos poros da 
carioteca, permissíveis para proteínas de até 50-60 kDa. Assim, é de se 
esperar que a nuclease de S. marcescens expressa numa levedura con
siga entrar no núcleo, pois tem apenas 28,9 kDa (Bali et al., 1987).

Para a construção de sistemas suicidas para levedura baseados na 
degradação do material genético, duas estratégias diferentes podem, 
portanto, ser propostas. Em ambas, promotores fortes e facilmente re
primidos deveríam dirigir a síntese das nucleases: a) com a sequência 
de localização nuclear de levedura, NLS; b) sem esta seqüência (Fig. 2). 
No primeiro caso, a enzima chegaria ao núcleo logo após a sua expres
são e degradaria o material genético ali presente. Mesmo que não atin
gisse o núcleo, por ausência da seqüência NLS, uma nuclease como a 
de Serratia marcescens, que degrada também RNA de maneira ines- 
pecífica, permanecendo no citoplasma, degradaria RNAs mensageiros, 
afetando de forma geral a síntese de proteínas, devendo, em conseqüên- 
cia, levar à morte da célula.

Como visto para outros organismos, fica evidente que os sistemas 
suicidas para levedura também podem apresentar problemas com rela
ção ao uso de promotores, expressão basal ou altas taxas de sobrevi
ventes, após a indução da morte. Mas será preciso aceitar o desafio, 
uma vez que as leveduras se tornaram hoje em dia um microrganismo 
de escolha para a expressão de genes heterólogos em fermentações 
industriais. Além disto, foi recentemente descrito que duas linhagens 
recombinantes das leveduras Saccharomyces cerevisiae e Hansenula 
polymorpha, quando inoculadas no solo, continuam viáveis e capazes 
de produzir a proteína heteróloga de mamífero durante 10 dias. É inte
ressante notar que nenhuma dessas duas espécies de levedura perten
ce à microflora normal dos solos. Seu habitat natural é em flores ou 
superfície de frutos, onde há altas concentrações de carboidratos. De
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FIGURA 2. Estratégias de clonagem de uma nuclease com a finalidade de se construir 
um sistema suicida. A - nuclease com a seqüência NLS de levedura que deverá ser ativa 
no núcleo, B - nuclease sem a sequência NLS, permanece no citoplasma e degrada 
RN As.

fato, essas linhagens recombinantes não persistiram nas amostras de 
solo analisadas. Não se pode, entretanto, excluir a possibilidade de as 
leveduras encontrarem no solo micronichos com melhores condições 
de sobrevivência (Tebbe et al., 1995).

Outro fator agravante para a promiscuidade genética que poderia 
ocorrer na natureza entre GEMs reside na possibilidade de conjugação 
direta entre organismos filogeneticamente tão distantes quanto bacté
rias e leveduras, descrita há alguns anos por Heinemann & Sprague 
(1989). Esses autores demonstraram que células de E. coli portadoras 
de um plasmídeo conjugativo são capazes de transferir em alta fre- 
qüência esse plasmídeo para células de S. cerevisiae. O processo é tão 
eficiente que foi proposto como método alternativo para a transforma
ção genética da levedura em laboratório (Heinemann & Sprague, 1991)-
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