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Resumo — Os solos sdo habitados por uma grande
variedade de bactérias pertencentes a  grupos
filogenéticos raramente ou ainda ndo cultivados, os
quais podem  apresentar  grande  potencial
biotecnoldgico. Modificagcdes simples dos métodos de
cultivo tradicionais para isolamento e meios de cultura
apresentam potencial para incrementar a diversidade
cultivada de bactérias do solo. O objetivo deste estudo
foi avaliar os efeitos de meios de cultivo, agentes
solidificantes, métodos de plaqueamento, periodos de
incubacdo e tamanho do in6culo sobre o surgimento de
unidades formadoras de coldnias (UFC) de bactérias do
solo. Amostras de solo sob cultivo agricola e floresta
foram inoculados de acordo com os diferentes
tratamentos, sendo as placas incubadas por 10
semanas, a 30°C. O ndmero de col6nias (NC) surgidas
a cada intervalo semanal foi determinado. Os dados de
NC foram analisados pela técnica de regressio em
arvore univariada utilizando-se a biblioteca de acesso
publico treesplus, no programa S-PLUS. Observou-se
o crescimento de uma maior quantidade de bactérias no
método de espalhamento em superficie e com uso de
inéculos mais diluidos. Maiores velocidades de
surgimento de coldnias sdo verificadas durante as duas
primeiras semanas de incubagdo. Meios de cultura
menos concentrados favorecem isolamento de bactérias
de crescimento lento, o contrdrio sendo verdadeiro para
os meios mais concentrados. O uso de meios de cultura
oligotréficos, indculos mais diluidos e periodos de
incubagdo prolongados permite a recuperacao de maior
propor¢do de bactérias tardias, as quais devem ser
constituidas em grande propor¢do por espécies ainda
pouco conhecidas ou até entdo ndo-cultivadas.
Palavras-Chave: viavel ndo-cultivavel, meios de
cultura, agente solidificante.

INTRODUCAO

O cultivo e enumeracdo das populacdes bacterianas
presentes no solo é um dos maiores desafios para os
microbiologistas do solo hd mais de um século. Apenas
1 — 10% das espécies bacterianas do solo sdo obtidas
por meio de técnicas de plaqueamento. Tais métodos
oferecem um ambiente artificial em laboratério com
meios de cultura que diferem do hébitat natural desses

microrganismos, ndo fornecendo as condi¢des necessdrias
para o surgimento de colonias e resultando na perda de
muitas células vidaveis. Dessa maneira, a maioria das
bactérias € referida como nido-cultivaveis (Vartoukian et
al., 2010). Essa limitacdo tem dificultado a compreensado da
diversidade de espécies presentes no solo, assim como da
fisiologia, da genética bacteriana, do papel que exercem no
ecossistema e do potencial biotecnolégico que ndo estd
sendo totalmente explorado.

Um dos fatores associados a “ndo culturabilidade” é o
tempo restrito de incubacdo. E reconhecido que o aumento
desse periodo resulta numa maior contagem de vidveis,
principalmente em meios com baixas concentragdes de
nutrientes (Davis et al., 2005; Zengler et al., 2002).
Periodos de incubacdo prolongados, na ordem de meses,
sdo importantes para a obtencdo de novos isolados (Janssen
et al., 2002).

Outros fatores determinantes da culturabilidade s@o as
condicdes fisico-quimicas do meio de cultura, as quais
podem ser modificadas de modo a tornarem-se mais
similares & dos habitats naturais e potencializar o
crescimento de diferentes organismos. Dentre estas
modifica¢des citam-se o pH que se aproxime ao do solo de
interesse (Sait et al., 2006), ambientes com menores
concentragdes de oxigénio requeridos por bactérias
microaerdfilas (Hara et al., 2009), diminui¢do nas
concentragdes de substratos organicos ou inorganicos para
aqueles que apresentam crescimento lento, como no caso
de algumas bactérias oligotréficas (Zengler et al., 2002) e
requerimento de nutrientes especificos, como a
disponibilizacdo de varias fontes de carbono. Além disso, o
proprio 4gar, frequentemente utilizado como agente
solidificante, demonstra desvantagens relacionadas as suas
propriedades fisicas quando comparado a goma gelana, a
qual oferece um meio de cultura altamente limpido,
facilitando a observacdo de coldnias menores do que 1 mm.
Evidéncias apontam que o uso de goma gelana propicia
uma maior interacdo entre as populacdes microbianas com
troca de sinais quimicos (Davis et al., 2005; Hara et al.,
2009), a qual pode ser essencial ao crescimento de alguns
organismos.

Essa limitacdo tem sido parcialmente superada com o
uso de técnicas ecolégicas moleculares, as quais tém
permitido a investigagdo de comunidades microbianas do
solo por métodos independentes de cultivo. Estudos
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relacionados a andlises comparativas de genes do
RNAr 16S revelaram a presenca de muitos novos
grupos de bactérias ainda ndo cultivados por métodos
de plaqueamento. Vdrios desses grupos sdo bastante
abundantes em variados tipos de ambientes e devem
exercer uma relevante importancia ecoldgica, no
entanto raramente sdo cultivados (Joseth et al. 2003).
Técnicas novas e mais sofisticadas estdo sendo
desenvolvidas e utilizadas para obter novos isolados
em ambientes microbianos complexos na tentativa de
se conhecer melhor a diversidade destas bactérias. Tais
métodos incluem o uso de micromanipuladores e
pingas 6pticas (Frohlich & Konig, 2000), a construcio
de ambientes naturais simulados (Kaeberlein et al.,
2002), células encapsuladas em microgotas de gel
(Zengler et al., 2002) e uso de chips de isolamento
(Nichols et al.,, 2010). Sao métodos especializados,
alguns de alto custo e improvaveis de serem adotados,
no curto prazo, pela maioria dos pesquisadores. Surge,
entdo, a necessidade de desenvolver técnicas mais
simples para a investiga¢do dessas bactérias raramente
ou ainda ndo isoladas. O cultivo a partir de métodos
mais acessiveis a maioria dos pesquisadores contribui
para o avanco cientifico na drea da microbiologia.
Além disso, estudos paralelos com culturas puras em

laboratério  seria um  complemento  bastante
significativo para a investigacio do potencial
biotecnolégico destes novos organismos.

Representantes raramente isolados pertencentes ao filo
Actinobacteria, o qual ocorre predominantemente nos
solos e possui varios membros com provavel potencial
de produzir substincias utilizadas para fabricacdo de
antibidticos, foram obtidos em estudos recentes por
meio de técnicas de cultivo modificadas (Joseph et al.,
2003). A obtencdo de isolados dessas bactérias
possibilita o estudo relacionado a produ¢do de novos
antibidticos, contribuindo tanto para ampliar a base de
recursos genéticos para exploracdo biotecnolégica
quanto para o melhor entendimento de suas fun¢des no
ecossistema.

O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito de
diferentes condicdes de cultivo (meios de cultivos com
concentragoes variaveis, diferentes agentes
solidificantes, métodos de plaqueamento, periodos de
incubag¢do prolongados e variagcdes no tamanho do
in6culos) sobre a recuperacdo de bactérias cultivadas
do solo.

MATERIAL E METODOS
Tratamentos e amostragem:

Amostras de solo utilizadas nos isolamentos foram
coletadas em dreas sob cultivo de milho e sob um
fragmento de Mata Atlantica do Campo Experimental
de Umbaiba da Embrapa Tabuleiros Costeiros
(Umbatiba, Sergipe). Para estas amostragens, um trado
tipo Uhland, com anéis tripartidos de 10 cm de altura
foi utilizado, inserindo-se os anéis previamente
desinfectados com etanol 70% a 10 cm de
profundidade. As amostras foram embaladas em papel
aluminio, transportadas de forma intacta a temperatura
ambiente e dentro de sacolas plasticas. Foram
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utilizados os dois centimetros intermedidrios da amostra de
solo indeformada. Imediatamente antes dos procedimentos
para isolamento das bactérias, o solo foi peneirado em
peneiras de malha com abertura de 2 mm de didmetro.

Cultivo e isolamento:

Foram utilizados 25 g de solo em 100 ml do diluente
(NaCl 0,85%) contendo 20 g de contas de vidro com 4 mm
de didmetro. Os frascos foram agitadas durante 30 min a
160 rpm para extrag¢do das bactérias contidas nos agregados
de solo. Dilui¢des seriadas foram realizadas até obter as
concentragdes de 10’5, 10 ¢ 107, as quais foram utilizadas
para inoculagdo. O meio utilizado para cultivo foi agar
nutritivo em trés concentracdes diferentes (sem diluicdo,
diluido 1:10 e 1:100) contendo, na composi¢do original, 5 g
de peptona, 1.5 g de extrato de carne, 1.5 g de extrato de
levedura e 16 g de dgar bacterioldgico ou 18 g de gelana
(Phytagel, Sigma) para 1000 ml de 4gua destilada. O pH
foi ajustado para 6.0, conforme o pH dos solos estudados.
Dois métodos para plaqueamento foram utilizados, o de
espalhamento em superficie e em placa derramada (‘pour-
plate’). No método de espalhamento em superficie,
inéculos de 100 pl das diluigoes 10° ou 107 foram
utilizados, os quais foram espalhados na superficie das
placas contendo aproximadamente 30 ml do meio de
cultura s6lido com alca de Drigalski. No método da placa
derramada (‘pour-plate’), 1 ml das dilui¢des 10 ou 107 foi
utilizado como inoculo. Posteriormente, as placas foram
incubadas a temperatura de 30°C por um periodo de trés
meses. Foram feitas contagens semanais das colOnias
surgidas durante todo o periodo de incubagdo. Colonias
foram selecionadas aleatoriamente apds o periodo de
quatro e doze semanas para obtencdo de culturas puras para
posterior identificacdo por sequenciamento do DNAr 16S.
As bactérias obtidas em cultura pura estdo preservadas em
6leo mineral a 4°C e em glicerol a -20°C e -80°C. A
culturabilidade nas diferentes condi¢des testadas foi
definida como o ndmero de unidades formadoras de
colénias (UFCs) vidveis g solo, surgidas por semana,
durante o periodo de incubagao.

Andlise estatistica

Os fatores associados a culturabilidade foram definidos
por modelos de regressdo em arvore (De’ath e Fabricius,
2000) utilizando-se uma biblioteca treesplus, de dominio
publico, instalada no pacote estatistico S-Plus (v. 4.0). Esta
analise utilizou os dados de UFCs g solo surgidas por
semana como varidvel resposta e os fatores (método de
plaqueamento, diluicdo, periodo de incubagdo, agente
solificante, tipo de solo e meio de cultura) como varidveis
explanatorias.

Os fatores estabelecidos para andlise foram:
1) plaqueamento (PLAC), em pour plate (PP) e placa
espalhada (PE);
2) diluicdo do inéculo (DIL), 107 (D5) e 10 (D6) para o
método da placa espalhada e 10 (D6) e 107 (D7) para o
método da placa espalhada;
3) periodo (PER), precoce surgimento em até 2* semanas
(PREC), intermediario da 3* a 6 semana (INT) e tardio da
7% a 10* semana (TARD);
4) agente solidificante, dgar (A) e gelana (G);
5) tipo de solo, agricola (SA) e de floresta (SF);
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6) meio de cultura (MEIO), sem dilui¢do (AN1),
diluido 10 vezes (AN2) e diluido 100 vezes (AN3).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se que a dilui¢do do indéculo foi o fator
mais determinante da culturabilidade das bactérias
(Figura 1). Inicialmente, dois grupos de amostras
(ramos da arvore) foram verificados, um contendo as
diluicdes (DS, D6), o qual apresentou valor médio de
0,53 UFC g solo semana’', e outro, composto pelas
amostras (D7), com valor de 2,88 para esta varidvel.
Esta maior culturabilidade em D7 provavelmente
ocorreu em funcdo da menor inibicdo ou sobreposi¢dao
do crescimento de espécies de crescimento lento pelas
de crescimento rdpido nas placas com indculo
reduzido. A inibi¢do da culturabilidade pode estar
associada a fatores como o esgotamento de nutrientes,
producdo de inibidores ou alteracdo das condigdes do
meio (e.g. pH), os quais devem ser mais intensos em
placas com alta densidade de inoculo inicial (Davis et
al., 2005). Em ambos os ramos, observou-se maior
probabilidade de aparecimento de UFCs no periodo
precoce. E bastante conhecida a tendéncia de alguns
microrganismos apresentarem rdpido crescimento
populacional como estratégia de sobrevivéncia
diminuindo, inicialmente, a pressdo da competi¢dao
interespecifica. Este fato € conhecido dentre aqueles
microrganismos classificados como estrategistas ‘r’.
Atribuimos tal caracteristica as coldnias que surgiram
no periodo precoce.

Nos ramos D5 e D6, nio houve nenhum fator
adicional relevante associado ao surgimento de
colonias nos periodos de incubacdo INT e TARD. Ja
no periodo precoce hd maior tendéncia para o
surgimento de col6nias no método PE (2,15 UFC g’
solo semana™) em relagdo a PP (média de 0,63 UFC g’
solo semana'). Tais métodos diferem quanto 2
acessibilidade de O, as bactérias. Deste modo,
concluimos que a maior parte dos organismos
cultivaveis no periodo precoce deve ter preferéncia por
ambientes com maiores pressdes de oxigénio. No
entanto, o estudo com métodos que oferecam variacdes
dessa condicdo, como o da placa derramada (‘pour-
plate’), permitiria a exploracdo de maior diversidade de
espécies, visto que muitas bactérias requerem
condicdes de baixas pressdes de oxigé€nio, como as
microaerodfilas, representadas, por exemplo, por ampla
gama de espécies de bactérias diazotréficas, de
potencial biotecnolégico para culturas de importancia
econdmica (Hara et al., 2009).

Nas amostras D7, observou-se maior surgimento de
UFC g' solo semana’' no periodo PREC. Neste
periodo ocorreu uma distingdo entre o meio mais
diluido (AN3), no qual foram obtidas em média 3,69
UFC g’1 solo semana’’, € os menos diluidos (AN1 e
AN2), com valor médio correspondente de 8,73. Tal
fato é compativel com a ideia de que bactérias que
crescem rapidamente requerem ambientes com maior
concentragdo de nutrientes. Podemos observar ainda
que o solo A (agricola) apresenta uma maior contagem
de UFC média em comparacdo ao solo F (floresta).
Inferimos que solos sob ambientes mais estaveis
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apresentem comunidades microbianas com maior
complexidade de interacdes interespecificas, as quais sdo
de dificil reprodu¢do em um meio de cultura artificial de
laboratério.

Nos periodos INT e TARD, os meios mais diluidos sdo
preponderantes em recuperar bactérias em relacdo ao meio
ANI, sem dilui¢do.

Naio foi observado efeito dos agentes solidificantes.

Em sintese, observou-se que o uso de meios de cultura
oligotréficos, inéculos mais diluidos e periodos de
incubacdo prolongados permitiu a recuperacdo de maior
propor¢do de bactérias tardias, as quais devem ser
constituidas em grande proporcao por espécies ainda pouco
conhecidas ou até entdo nao-cultivadas. Em etapa posterior
deste trabalho, a identificacdo dos isolados obtidos serd
realizada pelo sequenciamento do DNAr 16S. Por meio da
comparagdo destas sequéncias com bases de dados de
DNAr 16S serd possivel detectar quais isolados
correspondem a espécies ainda ndo cultivadas. Estes
resultados permitirdo selecionar condi¢des de cultivo
simples adequadas para incrementar probabilidade de
obtencdo de novos taxa bacterianos do solo.

CONCLUSOES

1. Métodos de cultivo simples permitem recuperar
bactérias com diferentes caracteristicas morfoldgicas, em
periodos de incubagdo prolongados, na ordem de meses;

2. Inéculos mais diluidos (107 vezes) e meios de
cultura com baixas concentra¢des de nutrientes facilitam o
isolamento de um maior nimero de bactérias tardias
aumentando as chances de obter representantes
pertencentes a filos com poucos ou nenhuns isolados em
cultura pura;

3. O surgimento de bactérias no periodo precoce ocorre
principalmente no método de plaqueamento em superficie;

4. Em solos agricolas obtem-se maior nimero de UFC
g solo quando comparados aos solos com influéncia de
florestas;

5. Meios de cultivo mais concentrados favorecem o
isolamento de bactérias de surgimento rdpido; ao contrério,
meios mais diluidos aumentam a probabilidade de
recuperagdo de bactérias de crescimento lento.
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Figura 1. Fatores de cultivo associados 2 taxa de surgimento de coldnias por grama de solo (UFC g solo semana™) de
acordo com um modelo de regressdo univariada em &4rvore. Valores na extremidade dos nds terminais da 4rvore
correspondem a média de UFC g solo semana™ em cada condigdo descrita pelas bifurcagdes nos nés intermedidrios.
Valores entre parénteses representam o nimero de amostras incluidas em cada n6 terminal. O modelo obtido explicou
80% da variabilidade dos dados de UFC g solo semana™. O modelo selecionado corresponde 4 4rvore modal de menor
erro relativo apds procedimento de reamostragem de 20 subconjuntos com 90% dos dados totais avaliados
(“bootstrap”). Legendas dos fatores de cultivo e seus respectivos niveis: DIL: dilui¢do do inoculo (D5, D6 e D7
correspondem as dilui¢des de 107 s 10°¢ 107 do solo); PER: periodo de incuba¢do (PREC, INT, TARD) correspondem
a precoce (0 a 2 semanas), intermedidrio (3 a 6 semanas) e tardio (7 a 10 semanas); PLAQ: método de plaqueamento
(PP, PE) correspondem a pour plate e placa espalhada; SOLO: (SA, SF) correspondem a solo agricola e solo de floresta;
MEIO: meio de cultura (AN1, AN2, AN3) correspondem a dgar nutritivo sem diluicdo, diluido 10 vezes e diluido 100
vezes.



