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O aumento da producado agricola, necessario pandext@o crescimento da
demanda de gréos, tem sido tradicionalmente aldancam a incorporagdo de novas areas de
cultivo, aléem de ganhos em produtividade. A caltdo milho tem avancado principalmente em
solos de cerrado, que apresentam nivel de fed#idaadequado para a nutricdo das plantas,
exigindo o uso de fertilizantes quimicos, prinaipahte nitrogénio.

O nitrogénio é um dos nutrientes exigidos em maiquantidades pelas plantas
e representa parcela importante dos custos de giaodagricola, além de sua baixa eficiéncia de
aproveitamento pelas plantas, que implica em rigmienciais para 0 ambiente. Esses fatos
justificam o interesse crescente de varios grup®spelsquisa em estudos sobre a fixacao
biolégica de nitrogénio associada a gramineasusina milho e sorgo, para substituir, pelo
menos, parte da adubacéo nitrogenada nestas sultura

Atualmente, varios géneros e espécies de bactédias sido isolados e
caracterizados como bactérias fixadoras de nitiogéractérias diazotroficas, em associagdo
com gramineas, com destaques praspirillum, Herbaspirillum, Paenibacillus, Burkholderia
etc. (BALDANI et al., 1986; BALDANI et al., 1997; OBEREINER, 1990; SELDIN et al.,
1984). Entretanto, a deteccdo de variacOes inirdeeespecificas entre isolados de bactérias
diazotroficas associativas, através de provas tar@as classicas, sdo tediosas e apresentam
limitacbes técnicas para a sua identificacdo sednraistema biolog, utilizando microplacas
GN2, introduzido inicialmente para identificacdolietérias gram-negativas, tem sido utilizado
para caracterizacdo de bactérias, através de pingiesr metabdlicos gerados pelo padrdao de
utilizacdo de diferentes substratos de carbono (IGYND and MILLS, 1991; ZAK et al., 1994).

O principio deste método consiste na habilidadeirdemicrorganismo utilizar e oxidar uma

quantidade pré-selecionada de diferentes fontesad#ono. A utilizacdo de cada substrato é
detectada pela reducéo do tetrazolium, o qual gradwa cor purpura caracteristica (BRADLEY

et al., 2006; GARLAND and MILLS, 1991; KONOPKA €t,a1998).

O presente trabalho teve por objetivo compararrbl peetabolico de bactérias
fixadoras de nitrogénio, através do Sistema Biaboigindas da colecdo de bactérias diazotroficas
do Laboratorio de Microbiologia e Bioquimica do &da EMBRAPA Milho e Sorgo.

Foram selecionados e analisados 30 isolados dértaactiazotréficas (Tabela
1), com caracteristicas fenotipicas distintas,doistia partir de amostras de solo, raiz e seiva de
plantas de milho e sorgo, cultivadas sob diferestseemas de manejo. O perfil metabdlico



desses isolados foi determinado de acordo com Zak. €1994), utilizando-se microplacas
Biolog GN2 (Biolog, Inc. Hayward; A; USA). Os isdlas foram testados quanto a pureza e
cultivados em caldo de soja tripcaseina (TSB),agtacéo, centrifugados e ressuspendidos em
solucao salina, 0,85%. Apds nova centrifugacaajudée 2ml da suspensdo em 18ml de solucéo
salina. Aliquotas de 1Q0 da suspensao final foram transferidas para caladade das
microplacas Biolog GN2. Apoés incubacdo de 72 hoeéstuou-se a leitura de absorbancia das
reacdes em um leitor de placas (Labstems, Multdk8), a 405 nm. Os dados obtidos foram
transformados em dados binarios, sendo atribuidosatores de 1 ou O de acordo com a
utilizacdo ou ndo de cada fonte de carbono, pacanstrucdo de uma matriz; o algoritmo
UPGMA e o Coeficiente de Jaccard (J) para gerag@daurd dendograma de similaridade
fenotipica, utilizando-se o programa NTSYS-pc.

Os resultados obtidos para atividade total para smlado testado equivale a
soma das atividades observadas em cada micropld@au@lizada, que possui 95 fontes de
carbono. Considerando-se o maior valor encontrgd@alia 100%, estimou-se a eficiéncia
relativa dos isolados (Figura 1).
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Figura 1: Eficiéncia metabdlica equivalente a soma das attéd dos isolados, para cada substrato, considerand
0 maior valor encontrado igual a 100%.

As fontes de carbono existentes nas placas podenclassificadas nos

seguintes grupos: Polimeros (5), Carboidratos (&8),Carboxilicos (27), Aminoéacidos (20),
Aminas (6) e Diversos (fosfatados, nucleotideosteos) (9). O grupo de carboidratos foi o mais
utilizado, sendo metabolizado por mais de 81% dokdos. Ja o grupo diversos foi 0 menos
utilizado, 51,48%. Comparando os isolados (dadas méstrados), observou-se que dentre o
grupo de polimeros, a dextrina foi o substratoapteve maior utilizacéo (93,33%), ja sua forma
ciclica, a-ciclodextrina, foi a menos utilizada (33,33%). Beros carboidratos, L-arabinose, D-
frutose, L-fucose, D-galactose, gentibiose e D-reanimram utilizados por todos os isolados,
sendo o i-erythritol o menos utilizado (33,33%). éfapo dos Ac. Carboxilicos, o éster metilico
do ac. piravico e o ac. D-glucurénico foram utitiea por todos isolados, sendo o menos
utilizado o ac.a-ceto-valérico (26,67%). Nos Aminoacidos, o aeglutamico e o glicila-
glutdmico foram utilizados por todos isolados, seadD-serina a menos utilizada (20%). Nas
aminas, a glucuronamida foi utilizada por todos feraletilamina foi metabolizada por apenas



33,33% dos isolados. Nos substratos diversos, o&i80% dos isolados utilizaram caD-
glicose-1-fosfato, sendo a timidina utilizada apepar 10%. A timidina, entre todos os 95
substratos, foi a fonte de carbono utilizada pedmon nimero de isolados (1, 4 e 7).

O numero de substratos utilizados pelas amostrde ger descrito como
Riqueza de Substrato (S) (ZAK et al., 1994). Erag&b a S, os isolados 4, 5, 6, 7 e 15 obtiveram
maior namero, tendo estes utilizados mais de 8Stmibs. Ja os isolados 12 e 22 utilizaram
baixo numero de substratos, 24 e 26, respectivanent

Tabela 1.0rigem dos isolados, riqueza de substrato (S)ieag#o relativa de diferentes grupos de fonteatbano
em 30 estirpes de bactérias diazotroéficas.
Isolados Origem S Polimeros Carboid. Ac. Carbox. Aminoaaninfas Diversos
1 Seiva de Sorgo 81 100% 100% 77,78% 80% 100% 88,89%
2 Seiva de Sorgo 59 60% 71,43% 59,26% 55% 100% 44,44%
3 Seiva de Sorgo 53 60% 50% 66,67% 60% 50% 44,44%
4 Seiva de Milho 87 100% 92,86% 92,59% 100% 100% 88,89%
5 Seiva de Milho 88 80% 96,43% 96,3% 100% 100% 88,89%
6
7
8
9

Seiva de Milho 85 80% 89,29% 96,3% 100% 100% 77,78%
Raiz de Sorgo 88 80% 96,43% 96,3% 100% 100% 100%
Raiz de Sorgo 72 100% 82,14% 88,89% 65% 66,67%  44,44%
Raiz de Sorgo 77 100% 92,86% 81,48% 75% 83,33%  44,44%
10 Raiz de Sorgo 55 40% 60,71% 51,85% 85% 33,33%  55,56%
11 Raiz de Sorgo 64 80% 75% 66,67% 70% 50% 66,67%
12 Raiz de Milho 24 20% 35,71% 29,63% 15% 16,67% 11,11%
13 Raiz de Milho 67 80% 85,71% 77,78% 65% 50% 44,44%
14 Raiz de Milho 69 60% 96,43% 59,26% 80% 50% 55,56%
15 Raiz de Milho 90 100% 96,43% 100% 100% 100% 66,67%
16 A brasilense 63 100% 82,14% 55,56% 65% 83,33% 22,22%
17 Gréao de Milho 48 60% 71,43% 51,85% 35% 50% 11,11%
18 Estigma de Milho 74 80% 89,29% 85,19% 80% 50% 44,44%
19 Raiz de Milho 44 100% 78,57% 29,63% 35% 33,33% 22,22%
20 Seiva de Milho 65 100% 92,86% 55,56% 55% 66,67%  44,44%
21 A lipoferum 42 60% 60,71% 40,74% 25% 50% 33,33%
22 Raiz de Milho 26 20% 32,14% 29,63% 30% 16,67% 11,11%

23 Seiva de Milho 39 80% 50% 48,15% 25% 16,67%  33,33%
24 Seiva de Sorgo 82 100% 100% 74,07% 95% 83,33%  88,89%
25 Seiva de Milho 71 60% 100% 55,56% 90% 66,67% 66,67%

26 Seiva de Milho 84 80% 100% 85,19% 95% 83,33% 88,89%
27 Raiz de Milho 54 20% 96,43% 33,33% 65% 33,33% 33,33%
28 Raiz de Sorgo 55 80% 89,29% 51,85% 50% 16,67% 22,22%
29 Raiz de Trigo 72 80% 96,43% 70,37% 80% 50% 44,44%
30 Solo de Cerrado 73 60% 89,29% 77,78% 85% 50% 55,56%

Os resultados para indice de similaridade entrisalados, obtidos com base
nos dados de utilizacdo das fontes de carbon@m aptésentados na Figura 2. Observa-se que 0s
30 isolados foram distribuidos em 8 grupos, sendaupo A formado por 18 isolados; grupos B
e C formados por apenas 1 isolado; e os grupaatest(D,E,F,G e H) formados por 2 isolados.
No grupo A, constituido por 12 subgrupos, estdasokdos com maior similaridade com a



espécie dézospirillum lipoferum e os demais mais proximos Aeospirillum brasilense. Estas
duas estirpes foram incluidas como referéncias stode. A distribuicdo dos isolados nos
diferentes grupos e subgrupos ocorreu independente da origem dos isolados e evidéncia
diversidade metabdlica elevada entre as bact@stesdas.
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Figura 2: Dendograma de similaridade construido de acordo @@erfil metabdlico dos 30 isolados de bactérias
diazotréficas, utilizando-se algoritmo UPGMA e oeficiente de Jaccard.

Em geral, todos substratos foram metabolizadosgénpoem diferentes
intensidades e por diferentes isolados. Assim cdodgs isolados utilizaram pelo menos um
substrato de cada grupo. Conclui-se que o padradildmcao de substratos evidéncia elevada
diversidade metabdlica entre bactérias diazotréfassociativas isoladas de plantas de milho e

sorgo e permite a diferenciacéo entre isoladoepeentes as espécies Aldipoferum e deA.
brasilense.
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