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Resumo

O nitrogénio (N) é um componente elementar para a nutricdo de toda espécie
vegetal. Entretanto, este macronutriente ndao é encontrado na forma assimilavel
na atmosfera terrestre. Um grupo de bactérias assimbidticas, denominadas
diazotréficas, converte o N, atmosférico em aménia através do processo de
fixacao biolégica do N (FBN) em plantas ndo leguminosas. A cana-de-aclcar
é uma planta em crescente expansao produtiva em solos brasileiros devido a
sua importancia para a geracao de alcool biocombustivel. Para o isolamento
de bactérias ainda nao cultivadas de cana-de-acticar com maior potencial para
a FBN propés-se neste trabalho utilizar meios de cultura ndo convencionais. O
objetivo do trabalho foi obter uma colecao de isolados de bactérias endofiticas
raras e comuns de variedades de cana-de-aclcar e posterior caracterizacao
por meio da atividade de reducado do acetileno in vitro. O isolamento seguiu o
método proposto por Dobereiner et al. (1995). Os meios de cultura utilizados
foram: NFb, JNFb, LGI, LGIP, JMV e WG, além das suas diluicoes 1:5 (v/v)

e meios NFb e LGI acrescidos de xilana ou celulose como fonte de carbono
ou solucao especial de vitaminas. O nidmero de células/mL foi determinado
nos dois isolamentos através da visualizacao de pelicula caracteristica de
diazotréficos e resultados conferidos na tabela de McCrady (DOBEREINER

et al., 1995). Para o teste de reducao de acetileno in vitro, os isolados
bacterianos foram crescidos nos meios especificos sem azul de bromotimol.
O etileno produzido foi quantificado em um cromatégrafo a gas equipado com
um detector de ionizacdo e coluna GS-Carbon PLOT. O resultado do nimero
mais provavel demonstrou que houve diferenca na deteccao de pelicula
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caracteristica de diazotréficos nos meios semissélidos em relacdo a variedade
e ao meio de cultura utilizado, comparando-se especialmente com o nimero
de isolados obtidos apds recuperacédo destes isolados em meios sélidos. Dos
43 isolados de bactérias endofiticas testados cinco apresentaram atividade
de reducao de acetileno (ARA positivo), sendo que o isolado RB373 obtido
da variedade RB92579 e do meio de cultura ndo convencional NFb + xilana,
produziu quantidade de etileno convertido superior ao do isolado padrao G.
diazotrophicus PAL-5, em média 1.287 nmol CH,/ug BSA/dia. Bactérias
isoladas de raizes de cana-de-agucar utilizando-se meios convencionais
modificados, como o NFb + xilana, apresentam potencial para alta fixacao
biolégica do nitrogénio.

Palavras-chave: atividade de reducao do acetileno, bactérias nao cultivaveis,
diazotréficas e Saccharum.

Introducao

A cana-de-aclcar (Saccharum sp) tem uma grande importancia social para a
economia mundial, por ser responsavel pela producao de alcool e acucar. Foi
introduzida no Brasil no inicio do século XVI e prosperou principalmente na
regido Nordeste (Santana, 2014). Para uma boa producéo agricola a planta
necessita de fonte adequada de nutriente para o seu desenvolvimento. Um dos
elementos essenciais para a nutricdo é o nitrogénio (N), € um macronutriente,
que colabora para a formacado de substancias essenciais para as plantas
(CLARKSON e HANSON, 1980). A auséncia da adubacdo com este nutriente é
um dos fatores mais limitantes para producao vegetal nos trépicos (Greenwood
et al., 1991). Embora 80% da atmosfera sejam constituidos de N,, esta fonte
nao é diretamente disponivel as plantas. No entanto, um grupo especifico

de bactéria assimbiético, denominado diazotréficas, é capaz de disponibilizar
este N atmosférico para culturas associadas através do processo de fixacao
biolégica do N (FBN) (BALDANI et al., 1997).

Héa quase 100 anos reconhece-se que menos de 10% das células presentes
em amostras de solo se multiplicam e formam col6nias em meios de cultura
em laboratério. O cultivo e a caracterizacdo de bactérias diazotréficas ainda
nao cultivadas podem levar a um melhor entendimento do seu papel no
ciclo do N e na sucessao primaria (HUANG et al., 2011). Esforcos de cultivo
necessitam ser direcionados para cultivar novos representantes destes e de
outros grupos diversos, de modo a permitir a caracterizacao adequada dos
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aspectos genéticos, fisiolégicos e ecoldgicos de divisdes pouco conhecidas
(HUGENHOLTZ et al., 1998). Uma importante ferramenta é criar sistemas
artificiais que mimetizem as condicOes naturais. Algumas tentativas como
simulacdes da condicado quimica do habitat natural, interacdes entre fatores
bidticos e abidticos, o uso da diversidade de micro-organismos (cocultivo) tem
sido bem sucedidas (PHAM e KIM, 2012). O objetivo do trabalho foi obter uma
colecao de isolados de bactérias endofiticas raras e comuns de variedades de
cana-de-agUcar e posterior caracterizacao por meio da atividade de reducao do
acetileno in vitro.

Material e Métodos

Coletas de amostras bioldgicas de quatro variedades de cana-de-acucar

foram realizadas durante o periodo de novembro de 2013 e janeiro de 2014.
As amostras de raizes foram levadas para o Laboratério de Microbiologia do
Solo da Embrapa Tabuleiros Costeiros (Aracaju — SE) e ficaram armazenadas
sob refrigeracdo até o processamento. Para a obtencao de isolados raros e
comuns utilizou-se raizes de quatro genétipos de cana-de-actcar (RB867515,
RB92579, RB931530, SP791011) obtidos de plantios comerciais das Usinas
Coruripe (Coruripe - AL) e da Usina Sao José de Pinheiro (Laranjeiras - SE).
Neste trabalho propusemos utilizar meios semissélidos convencionais e nao
convencionais para o isolamento de bactérias diazotréficas assimbidticas ainda
nao cultivadas em condicoes de laboratério. Os meios convencionais sdo
aqueles tipicos para o crescimento de diazotréficas: NFb, JNFb, LGI, LGI-P,
JMV, conforme descricdo de Dobereiner et al.(1995). Além destes, utilizou-se o
meio oligotréfico de Winogradski, também para o crescimento de diazotréficas,
conforme composicao descrita por Hara et al. (2009). Foram propostos
também meios ndo convencionais como: os meios NFB e LGI acrescidos de
xilana (obtido de madeira de faia, Sigma) e celulose (carboximetil-celulose,
Acros Organics) na concentracao de 0,05%. Os demais meios de cultura foram
diluicdes 1:5 (v/v) dos meios citados anteriormente (NFb, JNFb, LGI, LGIP

e JMV). Todos os meios de cultura foram solidificados com gelana 0,06%
(Phytagel, Sigma). Para o isolamento, dez gramas de raizes foram lavadas e
trituradas em liquidificador com solucéo salina a 0,85%. Em seguida, foram
feitas diluicGes seriadas do inoculo original (102 a 107). Para determinar a
contagem de diazotré6ficos em cada tratamento (variedade/meio de cultura),
fez-se a inoculacdo de 0,1 mL das trés ultimas diluicGes (10, 10%e 107) em
trés frascos/diluicdo. Este método permitiu a contagem de frascos com pelicula
caracteristica de diazotréficos formada nos meios semissélidos. Os resultados
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da contagem sao apresentados segundo a Tabela de McCrady para 3 tubos/
diluicdo (DOBEREINER et al., 1995). Apds a etapa das repicagens sucessivas
para os meio semissolidos especificos procedeu-se a purificagdo em meios
sélidos semelhantes aos originais solidificados com gelana na concentracao
de 1,5%. As coldnias morfologicamente diferentes foram armazenadas em
meio liquido com glicerol 50% (-20 e -80°C) e em 6leo mineral (4°C). Todos
os isolados foram reativados em meio Digs com pH especifico para cada meio
de cultura, estes isolados foram posteriormente crescidos em meio Eosina
Azul de Metileno (EMB, Oxoid) e incubados a 37°C durante 48 horas. O meio
EMB é especifico para familia Enterobacteriaceae. O crescimento positivo pode
ser forte indicio de este isolado pertencer a esta familia, cujas espécies sédo
potencialmente patogénicas a seres humanos. Devido a esta possibilidade as
bactérias com crescimento positivo neste meio de cultura nao serao utilizadas
nos testes posteriores.

A eficiéncia de FBN dos isolados foi determinada pelo método de reducéo

do acetileno /in vitro, em meios semissoélidos especificos para cada isolado,
semelhante ao do isolamento, sem N e sem azul de bromotimol. Culturas

em estoque dos isolados bacterianos obtidos na etapa do isolamento com
pelicula caracteristica de diazotré6ficas foram utilizadas para inoculacao dos
frascos com meios semissoélidos especificos. Erlenmeyers contendo 15 mL

de meio Digs liquido foram inoculados com 50uL dessas culturas e incubados
a 32°C por 48h para ativacdo das mesmas. Apds a verificagdo da turvacao,
aliquotas de 40 uL foram utilizadas para inoculacao de frascos de penicilina
(10 mL) contendo 5mL de meios semissoélidos especificos. Esses frascos
foram fechados com tampao de algodao e incubados a 32°C no escuro.

Apébs o aparecimento da pelicula e/ou a turvacao dos meios, caracteristicas

do crescimento bacteriano, cada frasco foi entdo fechado com um septo

de borracha, sendo 10% da atmosfera dos meios (0,5 mL) substituida por
acetileno de alta pureza, através de uma seringa hipodérmica (HAAHTELA et
al., 1981). A producao de etileno foi determinada apdés 7 dias de incubacao a
32°C. Para uma melhor determinacao deste composto cada isolado foi feito
em triplicata. 100 uL da amostra gasosa da atmosfera dos frascos foi injetado
no cromatégrafo a gas (Perkin-Elmer, Clarus 500) com um detetor de ionizacéo
de chamas (FID) e coluna GS - CarbonPLOT (Agilent Technologies). As
temperaturas de operacao do injetor, da coluna e do detector foram de 100°C,
150°C 180°C, respectivamente. Para a corrida do gés de arraste foi utilizado
Nitrogénio ultrapuro (99,99%). A eficiéncia relativa de FBN in vitro dos isolados
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foi expressa em nmol de etileno/ug de proteina/dia. A conversao das areas
cromatograficas por unidade de massa foi feita com a criacdo de uma curva
padrao com quantidades crescentes desse gdas. Os isolados que apresentaram
picos de etileno foram separados para quantificar o teor de proteina de cada
frasco através do método de Bradford (1976), conforme o protocolo “Micro

2 mL Assay” descrito pelo fabricante do reagente utilizado (Sigma, St. Louis,
EUA). Nesse protocolo partes iguais das amostras e do reagente de Bradford
sdo misturados. Desta forma, foram retiradas aliquotas de 1mL das amostras
com resposta positiva acetileno-etileno, as quais foram levadas em sequéncia
para um banho-maria a 100°C, por 20 min (em triplicata). E apés 5 minutos
foram feitas leituras em espectrofotdbmetro com comprimento de onda de
595nm (ZAIA et al., 1998). Os efeitos dos isolados sobre a atividade de
reducao relativa de acetileno (ARA) foram comparados utilizando-se o teste
de Dunnett (p = 0,05). Como controle foi empregada a estirpe PALS de
Gluconacetobacter diazotophicus para comparacao com os isolados de cana-de-
aculcar. Essas andlises foram feitas utilizando-se o software S-PLUS versao 4.

Resultados e Discussao

No 1° isolamento foram obtidos 123 isolados e no 2° isolamento 95 isolados
bacterianos. Destes, 69 (56,1%) apresentaram crescimento negativo em meio
EMB a 37°C no 1° isolamento e 40 (42%) no 2° isolamento. Os isolados que
apresentaram crescimento negativo em EMB a 37°C sao aqueles que serao
caracterizados quanto a atividade de reducao de acetileno e molecular. Os
resultados referentes a estes isolamentos podem ser observados, na Tabela 1.

O numero de células/mL, que reflete a presenca de pelicula caracteristica de
diazotréficos nos meios semissdlidos, antes do isolamento das bactérias em
cultura pura, referentes ao 1° isolamento das variedades de cana-de-acucar,
foi superior para a variedade RB867515 em relacdo a variedade RB92579. No
entanto, este resultado nao se refletiu no nimero de isolados obtidos apés
repicagem para o meio sélido; verificou-se que 54 isolados foram obtidos para
a RB867515, enquanto 68 foram obtidos da variedade RB92579. Hara et al.
(2009) verificaram que algumas espécies de Pseudomonas spp. Fixadoras de
N sdo incapazes de crescer em meio soélido. Eles afirmaram que nos meios
semissolidos nao ha apenas um isolado bacteriano, mas sim um consércio de
espécies e por isso nem todas as espécies sdo capazes de crescer isoladamente
em cultura pura.
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Quanto aos meios de cultura utilizados observou-se que para os meios
especificos NFb e JNFb o nimero de células/mL apresentou-se superior quanto
comparados aos demais. Marra et al. (2012) também observaram que o
nimero de células/g de raizes também variaram em diferentes meios de cultura,
destacando-se os meios NFb e JNFb quando comparados ao meio LGI.

Para o 2° isolamento pode-se destacar que o nimero de células/mL foi inferior
ao do 1° isolamento. Pode-se destacar o que ocorreu no meio de cultura NFB
+ solucdo de vitaminas com um total de 110x10°¢ células/mL. No entanto,
quando acrescentou-se a mesma solucdo de vitaminas no meio especifico LGI
observou-se que o nimero de células/mL correspondeu a O, ou seja, houve
auséncia de pelicula caracteristica para diazotréficos. Quanto ao nimero de
isolados obtidos no 2° isolamento obteve-se maior nimero de isolados em
cultura pura na variedade RB931530, destacando-se o nimero de isolados
obtidos nos meios NFb, com ou sem suplementacédo de fontes de carbono
(xilana e celulose).
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Tabela 2. Isolados de bactérias diazotréficas cana-de-acucar e seus respectivos tratamentos
(variedade e meios de cultura) e médias de atividade de reducédo do acetileno (ARA relativo)

. . ARA relativo
Isolados Variedade Meio de cultura (nmol C,H,/ug BSA/dia)
RB172 RB867515 LGIP 18*
RB261 RB92579 LGI (1:5) 29*
RB282 RB92579 LGIP (1:5) 42*
RB373 RB92579 NFb + xilana 1.287*
SP293 SP791011 NFb + celulose 12*
Gd
PAL-5 ¢ - LGIP 3568

2 A estirpe PAL-5 de Gluconacetobacter diazotrophicus foi utilizada como referéncia para ARA relativo.
* Valores médios de ARA relativo (nmol C,H,/ug BSA/dia) significativamente diferentes ao da referéncia
padrdo Gd PAL-5, pelo teste de Dunnet (p < 0,05).

De 43 isolados testados quanto a atividade de reducao do acetileno in vitro,
detectada por cromatografia gasosa, foi observado que o isolado RB373
produziu em média 1.287 nmol de etileno/ug BSA/dia, cerca de 3,5 vezes maior
do que o isolado de referéncia Gluconacetobacter diazotrophicus PAL-5. Porém,
outros quatro isolados foram significativamente diferentes da G. diazotrophicus
PAL-5, produzindo uma quantidade menor de etileno/frasco (tabela 2). Ainda
restam 66 isolados a serem testados quanto a atividade de reducao do
acetileno. Hara et al. (2009) também observaram em meio solidificado com
gelana uma producédo de etileno in vitro variando de 47 a 1.041 nmol de
etileno/dia.

Conclusoes

Bactérias endofiticas com pelicula caracteristica para organismos diazotréficos
sdo capazes de crescer em meios convencionais e ndo convencionais
(modificados). Um isolado endofitico obtido da variedade RB92579 e do meio
de cultura NFb + xilana é positivo para fixacao biolégica do nitrogénio.
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