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RESUMO - Os solos contém uma variedade de bactérias
pertencentes a grupos filogenéticos raramente ou ainda
ndo-cultivados podendo apresentar grande potencial
biotecnoldgico. Modificagdes simples nos métodos de
cultivo tradicionais, os quais ndo sdo eficientes para
recuperacdo da maioria das bactérias, podem aumentar a
diversidade cultivada destes micro-organismos. O
objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos de diferentes
meios de cultura diluidos, agentes solidificantes, métodos
de plagueamento, periodos de incubacdo e tamanho do
inéculo sobre o surgimento de unidades formadoras de
coldnias (UFC) de bactérias do solo. Extratos de amostras
de solo sob cultivo agricola e florestal foram inoculados
com os diferentes tratamentos, sendo as placas incubadas
por 10 semanas, a 30°C. Durante este periodo, o nimero
de colbnias (NC) surgidas a cada intervalo semanal foi
determinado. Os dados referentes aos NC foram
analisados pela técnica de regressao em arvore univariada
utilizando-se a biblioteca de acesso publico treesplus, no
programa S-PLUS. Redugdes no tamanho do indculo,
meios mais nutritivos e a substituicdo do &gar pela gelana
aumentaram a recuperacdo de bactérias do solo durante o
periodo de incubagdo avaliado.

Palavras-chave: agente solidificante, meios de cultura,
vidvel ndo-cultivavel.

INTRODUCAO - O cultivo e enumeragio das
populacBes bacterianas presentes no solo é um dos
maiores desafios para os microbiologistas do solo ha mais
de um século. Apenas 1 — 10% das espécies bacterianas
do solo sdo obtidas por meio de técnicas de
plagueamento. Tais métodos oferecem um ambiente
artificial em laboratdrio com meios de cultura que diferem
do habitat natural desses microrganismos, ndo fornecendo
as condicdes necessarias para o surgimento de coldnias e
resultando na perda de muitas células vidveis. Dessa
maneira, a maioria das bactérias é referida como n&o-
cultivaveis (Vartoukian et al., 2010). Essa limitacdo tem
dificultado a compreensdo da diversidade de espécies
presentes no solo, assim como da fisiologia, da genética
bacteriana, do papel que exercem no ecossistema e do

potencial biotecnoldgico que nédo esta sendo totalmente
explorado.

Um dos fatores associados a “néo culturabilidade” ¢ o
tempo restrito de incubacdo. E reconhecido que o
aumento desse periodo resulta numa maior contagem de
vidveis, principalmente em meios com baixas
concentracOes de nutrientes (Davis et al., 2005; Zengler et
al., 2002). Periodos de incubacédo 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
condicles 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
modificacfes citam-se 0 pH que se aproxime ao do solo
de interesse (Sait et al., 2006), ambientes com menores
concentracfes de oxigénio requeridos por bactérias
microaerdfilas (Hara et al., 2009), diminuicdo nas
concentracdes de substratos organicos ou inorganicos para
aqueles que apresentam crescimento lento, como no caso
de algumas bactérias oligotroficas (Zengler et al., 2002) e
requerimento de nutrientes especificos, como a
disponibilizacdo de varias fontes de carbono. Além disso,
0 préprio agar, 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
gue 1 mm. Evidéncias apontam que o uso de goma gelana
propicia uma maior interacdo entre as populacbes
microbianas com troca de sinais quimicos, a qual pode ser
essencial ao crescimento de alguns organismos (Davis et
al., 2005; Hara et al., 2009).

InvestigacOes de comunidades microbianas com o uso
de técnicas moleculares, como anélises comparativas de
genes do RNAr 16S, revelaram a presenca de muitos
novos grupos de bactérias ainda ndo cultivados por
métodos de plagueamento. VArios desses grupos séo
bastante abundantes em diversos ambientes e devem
exercer uma relevante importancia ecoldgica (Joseth et al.
2003).
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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
Opticas (Fréhlich e Konig, 2000), a construgdo 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).
Sdo0 métodos especializados, alguns de alto custo e
improvaveis de serem adotados, no curto prazo, pela
maioria dos pesquisadores. O desenvolvimento de
técnicas mais simples e acessiveis a maioria dos
pesquisadores para a investigacdo dessas bactérias
raramente ou ainda ndo isoladas contribui para o avanco
cientifico na area da microbiologia. Além disso, estudos
paralelos com culturas puras em laboratorio seria um
complemento bastante significativo para a investigacdo do
potencial biotecnologico destes novos organismos.

O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito de
diferentes condicfes de cultivo (meios de cultivos com
concentragdes variaveis, diferentes agentes solidificantes,
métodos de plagueamento, periodos de incubacdo
prolongados e variages no tamanho do indculos) sobre a
recuperacdo de bactérias cultivadas do solo.

MATERIAL E METODOS
Tratamentos e amostragem

Amostras de solo utilizadas nos isolamentos foram
coletadas em éreas sob cultivo de milho e sob um
fragmento de Mata Atlantica do Campo Experimental de
Umbauba da Embrapa Tabuleiros Costeiros (Umbauba,
Sergipe). Para estas amostragens, um trado tipo Uhland,
com anéis tripartidos de 10 cm de altura foi utilizado,
inserindo-se 0s anéis previamente desinfectados 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 utilizados
0s dois centimetros intermediarios 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 extracdo das bactérias contidas nos
agregados de solo. Dilui¢Bes seriadas foram realizadas até
obter as concentracdes de 10° a 107, as quais foram
utilizadas para inoculagdo. Dois meios base foram
utilizados para cultivo: O VL55 de acordo com Sait et al.
(2002) e o é&gar nutritivo em quatro concentracfes
diferentes (sem diluicdo — AN1, diluido 1:10 — AN2,
1:100 — AN3 e 1:1000 — AN4) contendo, na composicdo
original peptona (5 g L™), extrato de carne (1.5 g L™),
extrato de levedura (1.5 g L™) e agar bacterioldgico (16 g
L") ou gelana (Phytagel, Sigma) (18 g L™). O pH dos
meios foram ajustados para 5.5 e 6.0 respectivamente.
Dois métodos para plaqueamento foram utilizados, o de

- Resumo Expandido -

espalhamento em superficie e em placa derramada (“pour-
plate’). No método de espalhamento em superficie,
indculos de 100 pl foram utilizados, os quais foram
espalhados com alca de Drigalski sobre as placas
contendo aproximadamente 30 ml do meio de cultura
solido. No método da placa derramada (‘pour-plate’), 100
pl das diluicbes foram depositados na placa sendo
posteriormente o meio foi vertido e misturado ao indculo.
As placas foram incubadas a temperatura de 30°C por um
periodo de trés meses. Foram feitas contagens semanais
das colbnias surgidas durante todo o periodo de
incubagdo. Colonias foram selecionadas aleatoriamente
apos o periodo de quatro e doze semanas para obtencéo de
culturas puras e posterior identificacdo pelo
sequenciamento do DNAr 16S. As bactérias obtidas em
cultura pura estdo preservadas em éleo mineral a 4°C e
em glicerol a -20°C e -80°C.

Andlise estatistica

Os fatores associados a culturabilidade foram definidos
por modelos de regressao em arvore (De’Ath e Fabricius,
2000). Para esta analise, os dados de UFCs g* de solo
ap6s 12 semanas de incubacdo foram modelados em
funcdo dos fatores método de plagqueamento (PP e PE),
diluicdo do indculo (10°, 10 e 10°"), agente solidificante
(agar ou gelana), tipo de solo (agricola ou floresta) e meio
de cultura (AN1, AN2, AN3, AN4 e VL55).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Efeito dos fatores de cultivo

O primeiro fator explanatério foi o tipo de meio de
cultura, com os meios mais diluidos (AN4 e VL55)
apresentando uma média de contagem (2,80 x10” UFC g™
solo) inferior a observada nos trés meios mais
concentrados (9,16 x 10’ UFC g* solo) diferindo dos
resultados obtidos por Davis et al. (2005), onde os meios
com baixas concentragBes de nutrientes, como o VL55,
resultaram no maior nimero de colénias apds 12 semanas
de incubagdo. No ramo AN4 e VL, foi possivel observar
gue o uso de gelana como agente solidificante foi mais
eficiente na contagem de viaveis (3,93 x 10’ UFC g™
solo) que o 4gar (1,66 x 10’ UFC g™ solo). Vantagens
quanto as propriedades fisicas da gelana, como propiciar
um meio de cultura altamente transparente facilitando a
observagdo de colénias menores que 1 mm, sdo
mencionadas contribuindo com o aumento na contagem
de UFC (Janssen et al., 2002; Davis et al., 2005; Tamaki
et al., 2005).

Dentre os meios AN1, AN2 e AN3, as dilui¢fes de 10
" foram superiores (2,01 x 10° UFC g™ solo) na contagem
quando comparados as diluigdes 10 e 10° (5,51 x 10’
UFC g solo). Uma nova particdo em funcdo do tamanho
do inoculo foi observada entre as diluicdes 10° e 107,
com médias de 1,51 x 10" e 7,52 x 10’ UFC g™ solo,
respectivamente, confirmando a relagdo direta entre
dilui¢do do inoculo e recuperacdo de colbnias nos meios
AN1, AN2 e AN3. O aumento da dilui¢do favorece uma
maior culturabilidade em funcdo da menor competicdo
entre espécies. Fatores como o esgotamento de nutrientes,
produgdo de inibidores ou alteragdo das condicbes do
meio (como pH), devem ser mais intensos em placas com
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alta densidade de inéculo inicial (Davis et al., 2005).

O solo agricola apresentou maior contagem de
coldnias que o florestal. Na diluicdo 10°, as médias para
os solos agricola e florestal foram de 1,07 x 10% e 4,31 x
10" UFC g solo, respectivamente; na diluicdo 107, os
valores correspondentes foram de 2,55 x 10° e 1,47 x 10°
UFC g™ solo. A maior resisténcia no cultivo de bactérias
do solo florestal provavelmente se da devido a
manutencdo da comunidade microbiana, a qual é mais
dependente de interacdes interespecificas complexas entre
micro-organismos e entre estes e plantas e animais.

Uma contagem superior foi observada no AN1 (9,42 x
10" UFC g™ solo), comparativamente aos meios AN2 e
AN3 (média entre as amostras dos dois meios de 1,76 x
10" UFC g™ solo), na diluicdo 10 do solo de floresta.
Observou-se ainda que o método de PE resultou em maior
numero de UFC g™ de solo que o método de PP (1,34 x
10® e 8,08 x 10, respectivamente). O método do PP
oferece um ambiente com menor disponibilidade de O,,
ao contréario da PE.

A gelana ainda apresentou resultados superiores ao
agar em termos de contagem de vidveis para 0s meios
AN1, AN2 e AN3 na diluicio 107, independentemente do
solo e do método de plaqueamento, e na diluicdo 107,
para o solo agricola plaqueado por PE.

CONCLUSOES - Redugdes no tamanho do in6culo,
meios mais nutritivos e a substituicdo do agar pela gelana
promovem expressivo aumento na recuperacdo de
bactérias do solo.
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Figura 1 - Fatores de cultivo associados a contagem de células viaveis apés 12 semanas de incubagdo de amostras de
solo, de acordo com um modelo de regressao em arvore. Os fatores selecionados pelo modelo incluiram meio de cultura
(MEIO), agente solidificante (AG SOL), tamanho de inoculo (TAMINOC), método de plagueamento (MPLAQ) e tipo
de solo (SOLO). Os meios de cultura avaliados foram agar nutriente sem dilui¢do (AN1), diluido 10 vezes (AN2), 100
vezes (AN3) e 1000 vezes (AN4) e o meio VL55 (VL); os agentes solidificantes, 4gar (A) e gelana (G); os métodos de
plagueamento, pour-plate (PP) e placa espalhada (PE); o tamanho do inoculo, as diluicdes 10 (D6) e 107 (D7); e os
tipos de solo, agricola (SA) e florestal (SF). Os valores apresentados em cada né terminal representam a média de UFC
g™ de solo/10° em cada uma das combinagdes de cultivo selecionadas pelo modelo. Os niimeros entre parénteses
indicam o nimero de amostras em cada uma destas combinacdes. Os histogramas abaixo dos nds terminais indicam a
distribuicdo das amostras quanto ao ndmero de UFC g solo. Os nés intermediérios indicam o fator e as respectivas
classes ou valores associados mais importantes para a explicacdo da variavel resposta. O comprimento dos ramos
verticais das arvores é proporcional ao grau de explicacdo da variabilidade dos dados conferido pelo fator incluido na
particdo anterior. O tamanho da &rvore foi selecionado de acordo com o erro relativo minimo estimado de acordo com
processo de auto-validagdo do modelo.



