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Resumo

Os solos contém bactérias de grupos filogenéticos raramente ou ainda nao-
cultivados, os quais podem apresentar grande potencial biotecnolégico.
Modificagdes simples nos métodos de cultivo tradicionais podem aumentar a
diversidade microbiana cultivada. O objetivo deste estudo foi avaliar diferentes
fatores de isolamento para obtencdo de isolados raros em amostras de solo sob
cultivo agricola e floresta secundaria. A afiliacdo taxonémica dos isolados foi
obtida pelo sequenciamento parcial do DNAr 16S. Dos 122 isolados obtidos,
42 foram classificados como de cultivo raro contendo representantes de filos
raramente cultivados, como Chloroflexi e Acidobacteria, e de familias ainda
ndo descritas de filos bem caracterizados, como Actinobacteria, Firmicutes e
Proteobacteria. Periodos curtos de incubagdo resultam em maior obtencdo de
isolados raros, comparativamente a periodos mais longos. Métodos de cultivo
simples permitem isolar bactérias de filos raramente cultivados ou de familias
ainda nao descritas de filos ja bem caracterizados.
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Introducao

Aproximadamente 1% do total de espécies bacterianas do solo é cultivado
por meio de técnicas convencionais de plaqueamento dificultando o estudo
da diversidade bacteriana do solo (JOSEPH et al., 2003). Sao reconhecidos
61 filos de bactérias com base nas andlises do DNAr 16S, dos quais 31 nao
possuem representantes cultivados (JANSSEN, 2006). A obtencao de isolados
raros contribuird para a ampliacao de recursos genéticos para futuras aplicacdes
biotecnolégicas (JOSEPH et al., 2003). Para tanto, técnicas de cultivo mais
elaboradas foram desenvolvidas. Algumas destas sdo complexas e de alto custo
tornando-se invidveis a maioria dos pesquisadores (KAEBERLEIN et al., 2002). O
objetivo desse estudo foi avaliar alternativas simples de cultivo para obtencéo de
bactérias do solo raras ou ainda ndo-cultivadas.

Material e Métodos

Amostras de solo agricola e florestal foram coletadas no Campo Experimental de
Umbauba da Embrapa Tabuleiros Costeiros. Diluicdes seriadas foram realizadas
até concentragdes de 10° a 107. Os meios utilizados foram VL55 (SAIT et al.,
2002) e &agar nutritivo em quatro concentracdes (sem diluicdo — AN1, diluido
1:10 - AN2, 1:100 - AN3 e 1:1000 - AN4) solidificados com &gar (16 g L")
ou gelana (18 g L"). Foi utilidado o plagueamento em superficie (PE) e em placa
derramada (‘pour-plate’, PP). Os isolados foram selecionados aleatoriamente
apo6s quatro e doze semanas de incubacao a 30°C. Sequéncias parciais de DNAr
16S dos isolados e representantes de diversos taxa bacterianos da biblioteca
SSU 108 REF (www.arb-silva.de) foram analisadas filogeneticamente no

website Phylogeny.fr (www.phylogeny.fr). A afiliacdo dos isolados foi realizada
conforme Joseph et al., 2003. O método de classificacdo em arvore (DE’ATH
e FABRICIUS, 2000) foi empregado para modelar a frequéncia de isolamentos
raros e comuns em funcdo dos fatores tempo de incubacéao (dias), método de
plagueamento (PP e PE), diluicdo do inéculo (10®%, 10% e 107), agente solidificante
(4gar ou gelana), tipo de solo (agricola ou floresta) e meio de cultura (AN1, AN2,
AN3, AN4 e VL55) com o pacote estatistico S-Plus (v. 4.0).
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Resultados e Discussao

Foram obtidos 122 isolados de bactérias do solo, pertencentes a seis filos
(Tabela 1): Actinobacteria (35%), Firmicutes (34%), Proteobacteria (28%),
Acidobacteria, Chloroflexi e Deinococcus-Thermus (menos de 1% cada). Foram
identificados como de cultivo raro 42 dos 122 obtidos (34%). Foi obtido um
representante para Deinococcus-Thermus, Chloroflexi e Acidobacteria, os quais
possuem poucos isolados. No entanto, o filo Acidobacteria estd amplamente
distribuido nos solos. Parsley et al., 2011, relataram que micro-organismos
deste filo sdo potenciais produtores de metabdlitos secundarios, muitos dos
quais possuem atividade anticancer e antibiética. No filo Actinobacteria foram
obtidos 43 isolados. Para 14 destes (32,5%) foram propostas novas familias.
Este filo é considerado como uma importante fonte de metabdlitos secundarios
com atividade antibiética (JOSEPH et al., 2003). Firmicutes compreende um
total de 41 isolados contendo 16 novos membros incluidos em 12 novas familias
propostas neste estudo. O nimero de representantes do filo Proteobacteria foi
43 com nove novos membros. Mesmo de filos bem representados por diversas
bactérias ja cultivadas e estudadas foi possivel isolar novos integrantes.

Tabela 1. Afiliacdes filogenéticas de 122 isolados de bactérias do solo selecionados aleato-

riamente por meio de andlises comparativas de sequéncias do DNAr 16S.

Acidobacteria 1 0 0
Actinobacteria 43 12 14
Chloroflexi 1 0 0
Deinococcus-Thermus 1 0 0

Médias seguidas de mesma letra minuscula, na vertical, nao diferem entre si, pelo Teste F,
a 5% de probabilidade.

Uma é&rvore com quatro nds terminais foi capaz de reduzir em 21% a taxa
de classificacOes errébneas no conjunto de 122 isolados entre as classes rara
e comum. As varidveis explanatérias incluiram tempo de incubacdo, agente
solidificante e meio de cultura. Apesar da dificuldade de combinacdo de
tratamentos resultando na classe rara foi possivel observar algumas tendéncias
(Figura 1).



Il Seminario de Iniciacdo Cientifica e Pds-graduacdo da Embrapa Tabuleiros Costeiros

INCUBD>10.5 ‘ INCUBD<10.5

B comum ‘
AGSOL:A | AGSOL:G

I cgmum
(122)

comum comum
(65) (57)

M rara

MEIO:AN3.,AN4 | MEIO:AN1,AN2,VL

L

comum rara
(20) (37)
comum rara
(10) @7

Figura 1. Fatores de cultivo associados ao isolamento de bactérias de
cultivos raro e comum, de acordo com um modelo de classificacdo em
arvore. Os fatores selecionados pelo modelo incluiram meio de cultura
(MEIO: AN1, AN2, AN3 e AN4 e o VL55 - VL), agente solidificante
(AGSOL: &gar - A e gelana - G) e tempo de incubacdo (INCUBD). Os
termos “comum” e “rara” indicam o grupo de bactérias para cada
combinacédo de cultivo. Os nimeros entre parénteses indicam o nimero
de amostras. Os histogramas indicam a distribuicdo das amostras entre
os grupos. A taxa de classificacées erroneas do modelo foi de 0,28 e a
do modelo nulo, de 0,35.

A maioria dos representantes com status de novas familias foram obtidos com
menos de 10 dias de incubacdo. Em contraposicdo, diversos outros estudos
apontam que periodos prolongados de incubacao sdo importantes na recuperagao
de bactérias raras (JOSEPH et al., 2003; SAIT et al., 2002). Stevenson et al.
(2004) cultivaram membros do filos Acidobacteria e Verrucomicrobia com periodo
de incubacédo relativamente curto, como 5 dias e 30 dias, respectivamente. A
utilizacao da gelana resultou em uma maior proporcédo de bactérias raras sendo,
esse efeito, mais notdvel nos meios AN1, AN2 e VL. Nessas condicdes, 66%
dos isolados foram raros, contra apenas 40% nos meios AN3 e AN4.
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Conclusoes

Métodos de cultivo simples recuperam bactérias raramente cultivadas.
Periodos curtos de incubacdo favorecem o isolamento de bactérias raras,
comparativamente a periodos longos. A substituicdo do agar pela gelana do AN,
AN 1:10 e VL55 promove o isolamento de bactérias de cultivo raro de amostras
de solo.

Referéncias

DE’ATH, G., FABRICIUS, K.E. Classification and regression trees: a powerful
yet simple technique for ecological data analysis. Ecology v. 81, p. 3178-3192,
2000.

JANSSEN, P.H. Identifying the dominant soil bacterial taxa in libraries of 16S
rRNA and 16S rRNA genes. Appl. Environ. Microbiol. v. 72, p. 1719-1728,
2006.

JOSEPH, S.J.; HUGENHOLTZ, P.; SANGWAN, P.; OSBORNE, C.A.; JANSSEN,
P.H. Laboratory cultivation of widespread and previously uncultured soil bacteria.
Appl. Environ. Microbiol. v. 69, p. 7210-7215, 2003.

KAEBERLEIN, T.; LEWIS, K.; EPSTEIN, S.S. Isolating “uncultivable”
microorganisms in pure culture in a simulated natural environment. Science v.
296, p. 1127-1129, 2002.

PARSLEY, L.C.; LINNEMAN, J.; GOODE, A.M.; BECKLUND, K.; GEORGE, I.;
GOODMAN, R.M.; LOPANIK, N.B.; LILES, M.R. Polyketide synthase pathways
identified from a metagenomic library are derived from a soil Acidobacteria.
FEMS Microbiol. Ecol. v. 78, p. 176-187, 2011.

SAIT, M.; HUGENHOLTZ, P.; JANSSEN, P.H. Cultivation of globally distributed
soil bacteria from phylogenetic lineages previously only detected in cultivation-
independent surveys. Environ. Microbiol. v. 4, p. 654-666, 2002.

STEVENSON B.S.; EICHORST S.A.; WERTZ J.T.; SCHMID T.M.; BREZNAK J.A.
New strategies for cultivation and detection of previously uncultured microbes.
Appl. Environ. Microbiol. v. 70, p. 4748-4755, 2004.



