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RESUMO

NOBREGA, Rafaela Simao Abrahdo. Caracterizagfio fenotipica e diversidade
de bactérias diazotréficas associativas isoladas de solos em reabilitagio apés
a minerac¢dio de bauxita. 2002. 71 p. Dissertagdo (Mestrado em Solos e
Nutrigéio de Plantas) ~ Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.*

Gramineas, usadas comumente para reabilitagdo de 4reas degradadas,
podem formar associagdes em suas raizes com bactérias fixadoras de nitrogénio
e assim contribuir para a sustentabilidade do ecossistema. Por outro lado, a
diversidade microbiana exerce papel relevante na resiliéncia dos processos
biolégicos no solo, que incluem a fixagdo biolégica de N,. Este trabalho teve
como objetivo a caracterizagdo fenotipica de 72 isolados de bactérias
diazotréficas associativas Gram-negativas, oriundos de areas sob diferentes
estratégias de reabilitagdio. Estirpes tipo de espécies de Herbaspirillum,
Azospirillum e Burkholderia foram usadas com referéncia, uma vez que os
meios de cultura usados para o isolamento dos diazotréficos sdo considerados
seletivos para estas espécies. O dendrograma de mmtlarldade baseado em 7
caracteristicas morfolégicas culturais dos isolados em melo GNA revelou grande
diversidade sendo obtidos 50 grupos a 81 % de similaridade. A toleréincia a
NaCl em meio batata/sacarose/4cido malico variou de 0 a 50 g L, permitindo
separar 0s isolados e as estirpes tipo em 5 grupos. O didmetro celular variou de
0,61 a 1,21 um, sendo que 13 isolados ndo apresentaram similaridade com as
estirpes tipo. Os perfis de proteina total, obtidos por eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) foram bastante diversos, sendo formados 18 grupos
com similaridade a 75%. Houve relagdo entre grupamento fenotipico de protefna
total com caracterizagéio morfolégica celular. Os meios de cultivo Fam ¢ JNFb
detectaram, além das espécies alvo, outras espécies nﬁo identificadas. A alta
diversidade fenotipica dos isolados, assim como sua dissimilaridade com as
estirpes-tipo, indicam que estes podem representar novas espécies.

* Orientadora: Prof.® Fitima M. S. Moreira -~ UFLA.
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ABSTRACT

NOBREGA, Rafaela Simdo Abrahio. Phenotypic characterization and
diversity of diazotrophic associative bacteria isolated from soils
rehabilitated after bauxite mining. Lavras: UFLA, 2002. p. 71 (Dissertation —
Master of Science in Soil and Plant Nutrition).*

Grass species commonly used for the rehabilitation of degraded areas
can establish root associations with diazotrophic bacteria and hence contribute to
ecosystem sustainability. On the other hand, microbial diversity play an
important role on the resilience of biological processes, including N, fixation.
This work aimed the phenotypic characterization of {72 diazotrophic Gram-
negative bacteria, isolated from areas under dlﬁ'erentirehablhtauan strategies.
Type strains of Herbaspirillum, Azospirillum and Burkholderia species were
included as references as the media used for isolation are considered selective to
these species. The similarity dendrogram based on 7 morphological cultural
characteristics on GNA showed great diversity as 50 groups were formed at 81%
similarity. Tolerance to NaCl at potato/sucrose/acid malic medium varied from 0
to 50 g L", and allowed to separate isolates and type strains into 5 groups. Cell
diameter varied from 0,61 to 1,21 um among the isolates being 13 of them not
similar to type strains. Eighteen groups at 75% similarity were formed based on
profiles obtained by poliacrilamide gel electrophoresis of total proteins (SDS-
PAGE). There was relationship between phenotypic grouping of total protein
profiles and cellular morphology. Fam and JNFb detected the target species and
unidentified ones. The high phenotypic diversity as well as the high dissimilarity
among isolates and type strains indicate they can represent new species.

* Adviser: Fatima M. S. Moreira — UFLA.
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1 INTRODUCAO

A fixacdo biolégica de nitrogénio (FBN) é mediada por ampla gama de
microrganismos procariotos, incluindo cianobactérias, bactérias gram-positivas e
gram-negativas que apresentam grande diversidade n{:orfolégica, fisiolégica,
genética e filogenética. Tal diversidade garante nﬁq s6 a resiliéncia dos
processos que mediam em um determinado ecossistema, como também a
ocorréncia deste, nos mais diferentes habitats terrestres (Moreira & Siqueira,
2002). }

Em geral, espécies de bactérias diazotréficas associativas tém sido
isoladas de raizes e partes aéreas de gramineas (Magalhdes & Dbereiner, 1984;
Déobereiner, 1992; Baldani et al., 1997), de tubérculos (Paula, 1992; Balota, et
al.,, 1997), cafeeiros (Jiménez-Salgado et al., 1998; émms et al,, 2001), e
fruteiras (Rao, 1983; Weber et al., 1999). H4 relatos também de ocorréncia em
solos contaminados com metais pesados (Lange et al., 1998), em solos tratados
com residuos sidertirgicos e biossélido industrial (Mellopi et al., 2000; Motta et
al., 2001), entre outros ecossistemas.

A FBN € um processo regulado pela necessidade do ambiente e das
espécies fixadoras, pois, a enzima nitrogenase, responsével pela redugiio do N, é
inativada, quando submetida a presenga de aménio (Ru?dnik et al.,, 1997). Em
dreas ndo perturbadas, com vegetagdo climax, esse p}owsso biolégico néo
constitui fator limitante as plantas. J& em solos e substratos pobres ou
desprovidos de matéria orgénica, como os de areas mineradas, a FBN ¢ toa-se
importante, pois, o N ¢ considerado o nutriente lﬁais limitante para o
crescimento vegetal em éreas degradadas (Franco & Fana, 1997).

Estimativas da FBN em gramineas como Brachiaria decumbens e B.
humidicula, as quais sio muito utilizadas para a revegetagdo de dreas

degradadas, indicam valores de 30 a 45 Kg ha” ano’ 1de N, respectivamente



advindo da FBN (Boddey & Victoria, 1986). Isto exemplifica a contribuicéo da
associagdo graminea-diazotréficos, na incorporagdo de N no solo e reforga a
importincia da FBN na recuperagéio de dreas degradadas.

Ao avaliar a ocorréncia e diversidade de bactérias diazotréficas
associativas em édreas de mineragdo de bauxita sob diferentes estdgios de
reabilitacdo Melloni et al. (submetido, 2002), encontraram densidades variando
de 6,0 x 10° células g solo a 5,7 x 10? células g solo, utilizando o meio de
cultivo NFb semi-sélido (seletivo para o género Azospirillum). Com os meios
JNFb (seletivo para Herbaspirillum spp.) ¢ Fam (seletivo para Azospirillum
amazonense) encontraram densidades de 3,6 x10° células g” a 2,1 x 10° células
g"! de solo, 1,99 x 10° células g™ a 1,7 x 10° células g™ de solo, respectivamente.
Deste trabalho foram obtidos 72 isolados de bactérias associativas, cuja

caracterizacéo fenotfpica foi o objetivo do presente estudo.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Reabilitagéio de 4reas mineradas

A preocupagio atual com o ambiente tem colocado em destaque a
degradac¢do dos recursos naturais edéficos, hidricos, fauna e flora. No caso do
solo, sua degradagdo tem-se intensificado nas ultimas décadas, sendo que
atualmente cerca de 15% do solo no mundo (1‘966; x 10° ha) encontra-se
degradado (Oldeman, 1994). No Brasil, sabe-se que a degradagéo do solo é
intensa, mas a extensdo ¢ ainda pouco avaliada. De acor&o com Dias & Griffith,
(1998) os principais responséveis pela degradagio dos solos brasileiros sdo: as
atividades de mineragfio, construgéio civil, agricultura? € pecudria intensiva,
quando realizadas de formas inadequadas. Dentre as atividades degradadoras, a
mineragdo ¢ uma das que causam grande impacto amﬁiental, pelas alterages
que provoca na superficie terrestre, mas esta é geralmente em dreas restritas
(pequenas). Contudo, a indistria mineradora exerce grande importincia na
economia de um pais, pois, virias atividades econbmicaé bésicas, encontram-se
intrinsecamente ligadas a ela, como siderurgia, metalurgia, petroquimica,
carboquimica, industrias de materiais de construgéio, dentre outras. No processo
extrativo é necessdrio constru¢des de estradas de acessfo 4 mina, remogio da
cobertura vegetal e da camada superficial do solo, com Eposterior revolvimento
de todo o perfil que se encontra acima da rocha a ser explorada (MINTER-
IBAMA, 1990). Como conseqiléncia dessa atividade, os solos de éreas
mineradas apresentam geralmente propriedades fisicas é quimicas adversas ao
crescimento vegetal como: aeragdio inadequada, baixa taxa de infiltracéio de
agua; superficie rugosa, extrema deficiéncia de nutrientes, metais pesados em
niveis téxicos, salinidade, ampla variagdo de temperatu@ e baixos valores de
pH. Essas alteragbes podem ter efeitos direto ou indireto sobre as plantas

(Poggiani & Monteiro, 1990), densidade e diversidaqe de microrganismos



(Walland & Allen, 1987; Biro et al., 1993; Melloni, 2000), comprometendo a
funcionalidade do ecossistema.

No Brasil, os primeiros trabalhos de recuperagio de 4reas degradadas
_desenvolvidos por empresas de mineragéo, datam do inicio da década de 70 e
foram conduzidos, na maioria, mediante o emprego de espécies exéticas (Barth,
1989; Willians & Moraes, 1992), como as das espécies do género Eucalyptus e
Pinus, sobre as quais as informag¢des ecolégicas e silviculturais sdo mais
difundidas quando comparadas as espécies nativas (Nappo et al., 1999).
Atualmente, a legislag#io brasileira submete o empreendedor do processo de
mineragdo a recuperar o ambiente degradado. A recuperagéo visa dar uma forma
de utilizagdo a area degradada, que nem sempre envolve o restabelecimento dos
processos bioldgicos do solo. Entretanto, quando o plano de recuperagéo prevé o
restabelecimento do equilibrio biologico da 4rea, varidveis como
estabelecimento de um solo mais fértil, selegéio de espécies nativas, que possam
desencadear um processo natural de sucess#o, ¢ a reintrodugio da fauna deverdo
ser consideradas (Miranda et al., 1998). Além de ser uma exigéncia legal,
observa-se também um aumento do interesse das empresas de mineragdo em
definir metodologias de recuperagfio que sejam adequadas as condigdes do local
de desenvolvimento da extragio do bem mineral (Martins et al., 2001). A
recuperagdo dessas 4reas ¢ também motivo de grandes esforgos por parte dos
6rgdos governamentais, universidades e institutos de pesquisa (Brown & Lugo,
1994).

Dentre as metodologias de recuperagéio de dreas degradadas, geralmente
emprega-s¢ a aplicagio da camada superficial de solo fértil, removida e
armazenada antes do inicio da atividade de mineragéo, e solo oriundo de areas
de empréstimo, para a recomposigiio da topografia da drea, afim de que a 4rea
anteriormente minerada volte a ter condig@es favordveis ao desenvolvimento das

plantas e microrganismos. Essas camadas de solo, geralmente ricas em matéria



orgéinica, nutrientes, microrganismos, macrofauna e sementes, contribuirdo para
o processo de reabilitagdio, acelerando a revegetagdio que pode ser esponténea ou
induzida pelo homem, através da semeadura de plantas herbiceas e plantios de
mudas de érvores nativas ou exdticas. O grau de sucesso da reabilitag#o de 4reas
mineradas € extremamente varidvel em fungfio das condigﬁes fisicas, quimicas e
biolégicas do local e das técnicas adotadas. A revegetagfio é a principal prética
para recompor e proteger o solo, evitar a poluigio das:aguas (Siqueira, et al.,
1994) e promover o retorno da vida selvagem (Griffith; 1980) reconstituindo e
acelerando assim, os processos da sucessdo natural (I.Jonenzo, 1991). Por isto
esta tem sido empregada como indicadora da reabilitagio de 4reas (Brower &
Zarg, 1977).

ParGmetros microbioldgicos e bioquimicos fpram estudados como
indicadores do grau de reabilitagio de 4reas degradadas pela mineragdio de
bauxita. A mineragdio reduziu a ocorréncia, diversidade e eficiéncia de
microrganismos diazotréficos (simbibticos e associativos) e fungos micorrizicos
arbusculares (Melloni, 2001). Motta (2002), demonstrou grande diversidade

fenotipica e eficiéncia simbiética de estirpes de Bradyrhizobium spp. com cavpi

(Vigna unguinculata L. Walp.) isoladas das mesmas 4reas. Os pardmetros
bioquimicos avaliados: biomassa carbono e nitrogénio, respiragéo basal, gCO,,
carbono orgénico, nitrogénio total, urease, B-glicosidbse, fosfatase 4cida e
hidrélise do diacetato de fluoresceina também foram afetados negativamente
pela minerag#o, sendo sensfveis as modificagdes do soloj (Carneiro, 2000). Tais
modificagdes foram induzidas por alteragdes em parimetros edéficos ocorridas
acima e abaixo da superficie, como, por exemplo, aipresenga e o tipo de
vegetagio, manejo e técnicas de recuperacio do solo (Siqueira et al., 1994).

O conhecimento das condigdes biolégicas do solo em termos de

reabilitag8io € de grande interesse no contexto eco-funcioijal de areas degradadas
|

pela mineragdo (Siqueira et al., 1994), pois, a diversidade e atividade microbiana



do solo sdo consideradas fatores importantes na sustentabilidade dos
ecossistemas. A reducfio da comunidade microbiana, com eventual extingio de
espécies de microrganismos, pode causar a perda de importantes fungSes do
solo, redugdo da habilidade dos sistemas naturais de superar os estresses e ainda
a perda de estirpes inoculantes potenciais.

O presente estudo se torna importante, pois, ndo hé trabalhos na
literatura sobre caracterizag@io de bactérias diazotr6ficas associativas isoladas de

éreas de mineragdo de bauxita.

2.2 Taxonomia, ocorréncia e contribuicio das bactérias diazotréficas
associativas

Bactérias diazotr6ficas representam um componente importante no
suprimento de N em diversos ecossistemas e, principalmente, as simbi6ticas,
denominadas vulgarmente de riz6bio tém sido muito pesquisadas em todo
mundo. Todavia, quando Débereiner & Ruschel, (1958) isolaram e descreveram
a bactéria Beijerinckia fluminensis da rizosfera da cana de agficar em solos
tropicais, demonstrando o potencial dos diazotr6ficos em se associarem com
gramineas, e ainda com a descoberta do género Azospirillum por Dibereiner &
Day (1975), foi que pesquisadores comegaram a se interessar pela associagéio de
bactérias diazotréficas em néio leguminosas (Baldani et al., 1999).

A contribuigdo da fixag#io biol6gica de N, associativa & nutrigio vegetal
néo ¢ téo significativa como as simbioses, entretanto se for considerada a grande
extens#io de terras recobertas por gramineas e cereais, esta se torna importante,
em termos globais. Tem-se verificado que 4reas de pastagem com gramineas e
cana-de-agiicar tém mantido niveis razodveis de produtividade sem aplicagéio de
fertilizantes nitrogenados, o que indica que este fen6meno poderia estar
relacionado com a contribuig&o da FBN, por microrganismos endofiticos (Balota
et al., 1997). Estas associagdes podem ser importantes nos sistemas de



agricultura sustentivel no Brasil (Baldani et al, 1996 a) e em sistemas
perturbados que se encontram em estddios de reabilitagdo, uma vez que o
nitrogénio € um nutriente escasso nesses ecossistemas (Silva, 1994).
1

2.2.1 Género Azospirillum

Dentre os microrganismos diazotr6ficos, os do género Azospirillum,
definido por Tarrand et al. (1978), sfio constituidos de microrganismos
procariotos situados no dominio Bacteria, denominax#'os por alguns autores
Eubacteria (bactérias verdadeiras), mas precisamente situados na subdivisdo o-
Proteobacteria, no qual se encontram a maioria das bpctéﬁas gram-negativas
formato vibrio e/ou espirilo. Atualmente, compireende sete espécies
caracterizadas com base na andlise fenotfpica, DNA:DN;\ e seqiiéncia da 16s do
rRNA: A. brasilense e A. lipoferum (Tarrand et al., 1"1978), A. amazonense
(Magalhdes et al., 1983), A. halopraeferens (Reinhold et al., 1987), 4. irakense
(Khammas et al., 1989), A. largomobile (Dekhil et al., 1997) e A. doebereinerae
(Eckert, et al., 2001). O seqitenciamento da 16s do rRNAE mostrou a formagio de
dois subgrupos distintos de bactérias diazotréficas stociativas do género
Azospirillum. O primeiro é formado pelas espécies: A. lipoferum, A. brasilense,
A. halopraeferens, A. largomobile e A. doebereinerae| apresentando as duas
primeiras espécies alto grau de similaridade genética. O segundo subgrupo é
formado pelas espécies 4. amazonense e A. irakense. ;Contudo, tal subgrupo
permanece fazendo parte do género Azospirillum ‘pois, ndio apresentou
caracterfsticas genéticas divergentes que justificasse a’ criagdo de um novo
género para agrupé-lo (Dekhill et al., 1997), 1

O ativo metabolismo desse género muda de acordo com a composi¢do
nutricional do meio e com o estddio de desenvolvimem)lo da célula, sendo esse
muito afetado por condigSes de estresse (Bashan, 1991). Dessa forma, células de
Azospirillum podem apresentar pleomorfismo (Olubayi (et al., 1998), tanto em



meio de cultura (Eckert et al., 2001), quanto no solo na presenga de fatores
estressantes (Bashan, 1991). Estas proliferam-se em condig¢des aerébicas, mas
sdo preferencialmente microaeréfilos na presenga ou auséncia de N; no meio,
apresentando comportamento ativo, muito méveis no meio de cultivo. A.
brasilense, A. lipoferum A. largomobile e A. irakense apresentam uma
combinagdo tipica de flagelos: um flagelo polar desenvolvido quando as
bactérias sdo crescidas em meio liquido e vérios flagelos laterais adicionais,
quando cultivadas em meio semi-sélido. 4. halopraeferens, A. amazonense e A.
doebereinerae somente apresentam flagelo polar (Magalhdes et al., 1983;
Reinhold et al., 1987; Eckert et al., 2001). '
Bactérias deste género tém sido encontradas em associag#o com plantas
monocotiledoneas e dicotiledéneas (Lange & Moreira, 2002; Magalhfies &
Ddbereiner, 1984), apresentando uma distribuigéio ecol6gica ampla (Débereiner
& Pedrosa, 1987) e por isso, tém sido consideradas bactérias universais (Bashan
& Holguin, 1997). Uma conseqiiéncia dessa versatilidade é a baixa
especificidade em relagio 4 planta hospedeira e as diversas vias metabélicas
alternativas que permitem o microrganismo utilizar uma variedade de &cidos
orglnicos e arométicos (Victoria & Lovell, 1994), agicares ¢ aminodcidos
disponiveis na rizosfera (Hartmann & Zimeer, 1994). No solo, as bactérias do
género Azospirillum podem ser encontradas no mucigel presente na rizosfera de
plantas, caracterizando uma colonizagdio externa das raizes. Na colonizagéo
interna, as células de Azospirillum podem penetrar nos espagos intercelulares de -
raizes e 14 se alojarem (Bashan & Levanony, 1990; Baldani et al., 1996). A
espécie Azospirillum amazonense (Magalhdes et al., 1983) tem sido isolada de
cereais, forrageiras e pupunheira no Brasil (Magalhdes, et al., 1979; Magalhges,
et al., 1984; Baldani, 1997). A espécie A. irakense tem sido isolada de raizes de
arroz na regifio subtropical do Iraque (Khammas et. al., 1989). As espécies A.

lipoferum e A. brasilense sfio as mais freqlientemente encontradas colonizando a



maioria das plantas de regides tropicais e temperadas (Nosco et al., 1994). A.
halopraeferens tem sido isolado da graminea Kallar grass (Leptochloa fusca L.)
que cresce em solos salino-sédicos no Paquistdo (Reinhold et al., 1987). Ji 4.
largomobile tem ocorréncia restrita em 4reas de um lagJ na Australia (Dekhil et
al., 1997). A mais nova espécie de Azospirillum, denominada A. doebereinerae
foi isolada de rafzes da graminea do género Miscanthus, cultivada na Alemanha
(Eckert et al.; 2001). 1

Tem sido verificado que a sobrevivéncia do génei'o Azospirillum no solo,
na auséncia das plantas hospedeiras, estd relacionadﬁ a vérios mecanismos
fisiolégicos de protegdo. Tais mecanismos permitem classificar os
representantes deste género em bactérias rizocompetente:k (Bashan & Levanony,
1990; Del Gallo & Fendrik, 1994), dentre eles: produgéo de melanina, poli-B-
hidroxibutirato (PHB) e polissacarideos (Del Gallo & Fendrik, 1994), formagdo
de cistos (agregados celulares) ¢ mudanga na forma da célula. Segundo trabatho
realizado por Bashan (1991), em plantas de sorgo que nfo foram submetidas ao
estresse hidrico, Azospirillum ocorria na forma vibrio, eﬁquanto nas plantas que
foram submetidas ao estresse, eles ocorriam na forma cistica, preferencialmente.
Quando as condigdes de estresse foram removidas, ‘as células bacterianas
reverteram-se para formas vibrio com um concom;itante crescimento da
populagfio. Aparentemente, a forma cistica € a respostaida bactéria ao estresse
hidrico na rizosfera.

Azospirillum sdo classificados como bactérias promotoras de
crescimento das plantas (Okon, 1985), pois, muitas evjidéncias tém apontado
para o efeito da colonizagiio bacteriana beneficiando a pianta, com produgéio de
fitormbnios (auxinas, giberelinas e citocininas) que estimulam seu crescimento
(Reynders & Vlassak, 1979; Tien et al., 1979; Zimmer ;et al., 1988; Bottini, et
al., 1989). Um resumo dos efeitos benéficos dos Azasptirillum para as plantas

pode ser caracterizado como: estimulo ao aumento da densidade e comprimento



dos pélos absorventes das raizes; incrementos na velocidade de aparecimento de
rafzes laterais e do volume de superficie radicular; alteragcdo da respiragdo das
raizes e das atividades de enzimas da via glicolitica e do ciclo dos &cidos
tricarboxilicos; produgéo de nitritos; aumento na absorgdo de nutrientes e sinais
moleculares que interferem no metabolismo das plantas (Okon & Labandera-
Gonzales, 1994; Basha & Holguin, 1997). Além dos efeitos hormonais, os
Azospirillum ainda contribuem para a planta associada com nitrogénio fixado
(Boddley et al., 1983; Riggs et al, 2001), possibilitando o aumento da
disponibilidade desse fon no sistema radicular (Christiansen-Weniger &
Vanderleyden, 1994). Dessa forma, segundo Bashan (1998), a inoculagdo em
diversas espécies vegetais com esse microrganismo pode ser recomendada pois,
além do incremento de produgéo, tal organismo ndio causa doenga nas plantas.
Efeitos positivos da co-inoculagéio de Azospirillum e Rhizobium também tém
sido relatados (Andreeva et al., 1993; Itzigsohn et al., 1993). O incremento de
produgdio devido a dupla inoculag@io das plantas pode ser atribuido & nodulagdo
precoce, aumento do nimero de nédulos e estimulo ao desenvolvimento de
raizes laterais (Volpin & Kapunik, 1994), ocasionados possivelmente pela
produgio de fitorménios pelo microrganismo os quais promovem a
diferenciagéio das células da epiderme dos pélos radiculares, proporcionando
aumento no niimero de potenciais sitios de infecgdo rizobial (Yahalom et al.,
1991). Segundo Okon & Labandera-Gonzales (1994), resultados acumulados de
20 anos de pesquisa em todo mundo, utilizando inocula¢gdes com Azospirillum
demonstram que cerca de 60 a 70% dos experimentos tém apresentado
resultados significativos, indicando elevagdo na producéio das culturas na ordem
de 5 a 30%. Entretanto, a imprevisibilidade dos resultados de inoculagéo tem
limitado o uso comercial destes organismos como inoculantes na agricultura, Os
possiveis fatores desta imprevisibilidade podem ser: a competitividade do

inoculante com a populagdo nativa de microrganismos, dificuldades na
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formulag#o de inoculantes (manutenc#io da viabilidade, alto nimero de células e
estdgio do crescimento), baixa sobrevivéncia das estirpes inoculadas nos
diferentes solos, agentes microbianos adversos, espec;iﬁcidade do inoculante,
entre outros (Boddley & Ddbereiner, 1988; Bashan & H&lguin, 1997).

2.2.2 Género Herbaspirillum ‘

O género Herbaspirillum ¢ composto de trés &ispécies: H. seropedicae
(Baldani et al., 1986), H. rubrisulbalbicans (Baldani et al., 1996), H. frisingense
(Kirchhof et al., 2001). Inicialmente H. seropedicae foi considerada uma nova
espécie de Azospirillum por ter apresentado caracterist?cas de crescimento em
meio de cultura semi-sélido (sem N) similares a esse género. Entretanto, apés
anélise sequencial 16s rRNA foi evidenciado que se tratlava de um novo género
de bactéria diazotréfica (Baldani et al., 1986). Posteriormente, Baldani et al.
(1996) reclassificaram Pseudomonas rubrisulbalbicans, primeiramente descrita
como agente causadora da estria mosqueada em variedades sensiveis de cana-de-
agucar, em H. rubrisulbalbicans. As trés espécies foram incluidas como um
grupo na subdivisdo B-Proteobacteria, junto com Orolobacter formigenes como
demonstrado por Sievers et al. (1998). As células deste género sdo gram-
negativas contendo grinulos de poli-B-hidroxibutirato (PHB), formato
espirillum, méveis e com presenga de 1-3 flagelos unipolares na espécie H.
Jrisingense, de 1-3 flagelos bipolares na espécie H. seropedicae e virios flagelos
bipolares na espécie H. rubrisulbalbicans. “

O género Herbaspirillum tem sua ocorréncia um pouco mais restrita do
que as demais espécies de diazotréficos atualmente conhecidas. H. seropedicae
isolada primeiramente por Baldani et al. (1986), em associagdo com rafzes de
arroz (Oryza sativa), milho (Zea mays) e sorgo (Sorghum bicolor), apresenta
baixa sobrevivéncia em solo sem cultivo (Baldani et al., 1992). Essa espécie tem

sido isolada de varios membros da famflia Gramineae sendo encontrada
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colonizando raizes, caule e parte aérea de arroz e milho (Olivares et al., 1996). A
espécie H. frisingense sp. nov. (Kirchhof et al., 2001) é encontrada nas plantas
C4: Spartina pectinata, Miscanthus sinensis, Miscantus sacchariflorus e
Pennisetum purpureum. Demais representantes do género Herbaspirillum
também tém sido isolados de bananeiras e abacaxizeiros no Brasil (Weber,
1999) e alguns dos isolados obtidos apresentaram caracteristicas diferenciais das
espécies conhecidas (Cruz et al., 2001).

Os representantes do género Herbaspirillum s&o considerados bactérias
endofiticas obrigatérias e apresentam baixa sobrevivéncia no solo (Baldani et al.,
1996). Devido a isto, séo capazes de colonizar nichos especificos no interior dos
tecidos vegetais, podendo transferir mais eficientemente para planta os
compostos nitrogenados produzidos e ainda n#o sofrerem limitagdes de
substincias ricas em carbono (Olivares et al., 1997). Por isto, encontram-se
livres da competigio com outros microrganismos edéficos. Herbaspirillum
rubrisulbalbicans e seropedicae e outras bactérias' endofiticas dentre elas:
Gluconacetobacter diazotrophicus, Azospirillum amazonense, Burkholderia sp.
foram isolados de cana de agiicar em crescimento (Urquiaga et al., 1992, Baldani
et al., 1997, Yoneyama et al.,, 1997 e James, 2000). No entanto, n#o se tem a
quantificagfio exata da contribuigfio individual da FBN desses microrganismos.
Quando foram inoculados Gluconacetobacter diazotrophicus, Azospirillum
amazonense ¢ Burkholderia sp. a contribuiglio foi menor que no tratamento que
tinha a mistura das cinco espécies citadas. A contribuicio da FBN para as
variedades de cana-de-agicar foi de 30 % do N total acumulado nas plantas
micropropagadas inoculadas, sugerindo que a combinaglio das espécies
diazotréficas no inoculante foi a melhor estratégia para melhorar o processo de
FBN na cana (Oliveira et al., 2002). Para outras espécies vegetais como Sorgo
(Giller et al., 1986), milho (Boddley, 1987) e arroz (Baldani et al., 2000), a FBN
proporcionou um acréscimo de 20 a 30% na aquisigo de N. Tais resultados
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demonstram a contribuigiio das bactérias endofiticas em fornecer N para o
metabolismo e proporcionar beneficios para o cresciment&-das plantas (James &
Olivares, 1997). Também outros mecanismos como produgdo de fitorménios por
esse género (Bastian et al., 1998), a qual ndo é tdo efetiva eﬁa relag@o & espécie
Azospirillum brasilense (Radwan et al., 2002), pode ;ser responsével pela
promogéio do crescimento das plantas, resultando incrementos de produgéo das
culturas no campo (Baldani et al., 2000).

2.2.3 Género Burkholderia

O género Burkholderia situa-se na subdivisdo é-Proteobactena As
células sdéo gram-negativas, em forma de bastonetes méveis com trés a vérios
flagelos e sdio geralmente encapsuladas, acumulando poli-B-hidroxibutirato
(PHB) como material de reserva, especialmente quando |crescidas em meio
deficiente em nitrogénio (Baldani, 1996). Em 1992, Yabuuch e colaboradores
propuseram, com base na composigo celular, seqitenciamento da 16s do rRNA,
homologia do DNA:DNA ¢ caracteristic;as fenotipicas, a transferéncia de seis
espécies de Pseudomonas (P. caryophylli, P. gladioli, P. ma{lei, P. pickettii e P.
solanacearum) para o género Burkholderia, que é atualmente representado por
28 espécies bacterianas (*http://www.dsmz.de/bactnom/nam4571.html). Tal
género é composto de representantes muito versateis, sendf) encontrados nos
mais variados habitats terrestres, metabolizando diversos compostos, fixando
nitrogénio (Gillis et al., 1995; Baldani, 1996), além de representar um “pool” de
material genético que pode ser transmitido a outros microrganismos que estiio
filogeneticamente distantes (Boronin, 1992 citado por Baldani, (1996); Minerdi
Lt al., 2001). |

Bactérias microaeréfilas, como as do género Bw'khblderia, tém sido
soladas de tecidos de gramineas (Baldani, 1996), mandioca (Bhlota et al., 1996),
teiras (Weber et al., 2000; Weber et al., 2001), milho (Dicello et al., 1997),
*Consultado em agosto de 2002, 1
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café (Santos, et al., 2001), cana-de-aglicar e arroz (Baldani et al., 1995).
Segundo Baldani et al., (1995) quando foram inoculadas numa mistura com H.
seropedicae em plantas de arroz foram responsdveis por 19 a 35% do N
acumulado na planta via FBN. Ha relatos recentes demonstrando a capacidade
de alguns isolados de Burkholderia nodular leguminosas. Estes isolados foram
identificados através do segilenciamento da regifio 16s rRNA e apresentaram:
96,9% de similaridade com a espécie B. kururiensis, 96,8% com a espécie B.
brasilensis e 96,8% com a espécie B. graminis (Moulin et al., 2001).Também
representantes do género foram isolados em nédulos de diversas espécies de
leguminosas florestais na Amazonia (*Moreira, comunicagfio pessoal).

Assim como para o género Azospirillum, tem-se verificado a produgéo
de substincias reguladoras do crescimento de plantas também para o género
Burkholderia (Balota et al., 1994; Bevivino et al., 1994; Malik et al., 1997).
Segundo Baldani et al., (2000) a inoculag#io de bactérias do género Burkholderia
propicia melhor crescimento de mudas micropropagadas de bananeiras e arroz.
De acordo com Bevivino et al. (1994), isolados de Burkholderia cepacia séo
capazes \{g reduzir o crescimento do fungo fitopatogénico ao milho Fusarium
moniliforme tanto em meio de cultura quanto em ensaios em casa de vegetagio
(Bevivino et al., 2000). Com a utilizagfio de técnicas de genética molecular foi
possivel demonstrar que representantes do género Burkholderia podem ser
encontrados, em simbiose intracelular (endossimbiose) com o fungo micorrizico
Gigaspora margarita, no solo. Foi evidenciado que o fungo continha em seu
material genético o gene Nif da bactéria, o qual se expressava durante a
germinagd@o dos esporos. O interesse em tal descoberta foi a evidéncia de que,
fungos micorrizicos, potencialmente, podem ser capazes de fixar nitrogénio,
quando em simbiose com Burkholderia (Minerdi et al., 2001). Além de
estabelecer simbiose e associagfio com algumas espécies vegetais, o género

também possui representantes que sdo patégenos humanos. Um exemplo é a

*Dr". Moreira, F.M.S. Universidade Federal de Lavras-MG, 2002,
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espécie B. cepacia, que além de ser uma bactéria rizopromotora de crescimento
para a cultura do milho (Bevivino et al., 2000), conté;n isolados considerados
patégenos oportunistas de infecgSes em seres humanos, apresentando-se
altamente resistente aos | antibiticos
(*http://www.itgb.unl.pt/spbt/publica/bbnet/julho60/bbiotecn.htm.) (Fiore
et al., 2001).

Por desempenharem fungdes extremamente importantes, os
microrganismos diazotréficos s3o considerados grupos“‘funcionais chaves no
sistema solo-planta. Pode-se constatar, portanto, que sdo fundamentais nas
transformagSes que sustentam e equilibram ecossistemas naturais (Moreira &
Siqueira, 2002). Estudos sobre sua ocorréncia e caracterizagio tornam-se
importantes, tanto para ampliar o conhecimento sobnta sua biodiversidade,

quanto para isolamento de estirpes promissoras para usos p'otenciais diversos.

2.3 Caracteristicas morfoldgicas e fenotipicas para estuflo de diversidade de
bactérias diazotréficas endofiticas i

Apesar de sua grande importincia na manutengdo da biosfera, estima-se
que menos de 1% dos microrganismos existentes no planeta tenham sido
caracterizados e descritos. E importante ressaltar que, grande parte dos avangos
da biotecnologia moderna e agricultura sdo derivados das idescobertas recentes
nas areas de genética, fisiologia e metabolismo de microrganismos (Moreira &
Siqueira, 2002).
O descobrimento das espécies de bactérias diazotréficas endofiticas se
deve, principalmente, & introdugio do meio semi-sélido NFb e posteriormente a
outros meios derivados deste (JNFb, FAM, LGIP ¢ JMV) sem N na forma
combinada, onde essas bactérias, devido & sua caracteristi%:a de aerotaxia, se
deslocam para a regifio do meio de cultura onde a taxa de diﬁxsﬁo de O, estd em
equilibrio com a taxa de respiragiio das bactérias (D&bereiner et al., 1995). O

Consultado em agosto de 2002.
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isolamento destes microrganismos em meio de cultura ¢ utilizado para estudos
preliminares, visando uma caracterizagéo fenotipica parcial. S#o considerados os
requerimentos nutricionais especificos do microrganismo alvo, assim como seu
tipo de metabolismo, afim de compari-los com as das espécies descritas,
visando a construgdo de uma chave de identificagdo. Para o grupo das bactérias
diazotréficas pertencentes principalmente aos généros Azospirillum,
Herbaspirillum e Burkholderia, as principais caracteristicas utilizadas para
auxiliar na caracterizagéio fenotipica cultural, morfolégica e fisiolégica dos
representantes destes géneros s#o apresentadas na tabela 1 e 2.

Nao ¢ possivel a caracterizagio de bactérias com base apenas em
caracteres anatomorfolégicos. Desse modo, a revelagéio do perfil eletroforético
de proteinas totais para identificacio de espécies bacterianas tem fomecido
informagdes adicionais nos estudos de caracterizagiio e taxonomia, pois, se
considerarmos que a maior expressiio do genoma microbiano resulta da sintese
de aproximadamente 2000 moléculas de proteinas, a revelagdo dessa
informacgdo, representa um imenso potencial para a caracterizagio dos
microrganismos (Jackman, 1985). Resultados expressivos de pesquisas
demonstraram haver correlagio entre a analise de hibridizagdo DNA-DNA e do
perfil eletroforético de proteinas (Vandamme et al., 1990; Kampfer, 1995;
Vandamme et al., 1997).

Dentre as vérias técnicas para caracterizagfio de proteinas (Hames &
Reckwwod, 1990; Alfenas et al., 1991; Patel, 1994), a técnica do fracionamento
de proteinas desnaturadas em géis verticais de SDS-PAGE ¢ a preferivel, dada a
rapidez, alta resolugéio e facilidade de uso. O objetivo do método € a separagdo
de proteinas presentes em misturas complexas. Inicialmente, a amostra ¢é
desnaturada por aquecimento, na presenga de um detergente aniénico dodecil

sulfato de sédio (SDS) e um agente redutor (B-mercaptoetanol).
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TABELA 1 Resumo de algumas caracteristicas referenciadas para diferenciar as

espécies de bactérias diazotréficas associativas do género

[
i

Herbaspirillum e Burkholderia.

|
|
(
1

H H H. B.
CARACTERISTICAS seropedicae rubrisubalbicans ____ frisingense brasilensis
Largura da célula (um) 0,6-0,7 0,6-0,7 0,5-0,7 1,5-1,6
Forma da célula vibrio espirilo espirilo bastdo
Meio de cultura p/ INFb INFb INFb MV
isolamento I
Fontes de carbono a
- Sacarose - - nd. +
- Manitol + + + +
- Glicose + + nd. +
NaCl (%) nd, nd. nd. . |
Faixa de pH para 5,3-8,0 5,3-8,0 6,0-7,0 4,0-7,0
crescimento {

Adaptado de Baldani et al. (1986); Baldani et al. (1996); Kirchhof et al! (2001); Baldani, (1996).

TABELA 2 Resumo de algumas caracteristicas referenciat}as para diferenciar as

espécies de bactérias diazotréficas asso“ﬁativas do género
1

Azospirillum.

CARACTERISTICAS A% 457 449 AKY AP A9 40

Largura da célula (um)  1,0-1,7 1,0-12 0,8-1,0 0,7-14 0,6-09 0,7-1,5 1,0-1,5

Forma da célula vibrio vibrio vibrio vibrio vibrio = vibrio vibrio

Meio p/ isolamento NFb NFb FAm NFb NFb nd. NFb/
JNFb

Fontes de carbono ;

- Sacarose - - + - + nd -

- Manitol + - - + -+ +

- Glicose + - - - - + +

3% NaCl I+ - - + + 4 nd.

Polimorfismo celular + - - + + . + +

Faixa de pH para 5,7-6,8 6,0-7,8 5,7-6,5 6,8-8,0 5,5-8,5 nd 6,0-7,0

crescimento

YAzospirillum lipoferum. “Azospirillum brasilense. “Azospirillum amazonense.
“ gzospirillum halopraeferens. PAzospirillum irakense. ©Azospirillum largimobile.
P4zospirillum doebereinerae. Adaptado de Tarrand et al. (1978); Magalhfies et al.
(1983); Reinhold et al. (1987); Khammas et al. (1989); Dekhill et al. (1997); Eckert et al.
(2001). |
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O SDS ¢ usado para envolver as moléculas protéicas enriquecendo-as
com cargas negativas, em proporg#o ao comprimento da molécula, visto que a
carga negativa induzida pelo SDS ¢ de grande magnitude, a separagio primdria
ocorre com base no peso molecular. A elevada resolugfio das bandas reveladas ¢
obtida pelo uso de um sistema descontinuo de géis, o qual possui uma camada
de gel de concentragio e outra para a separacfio das bandas (gel de corrida).
Esses dois géis podem diferir na concentragéio de sais, pH, concentragio de
acrilamida ou combinag#o desses fatores (Alfenas & Brune, 1998). Esta técnica
estd entre as que permitem uma melhor resolugdo de bandas. Possibilita
avaliagdo ao nivel quantitativo da diferenga de concentragfio de polipeptideos
existentes na amostra e ao nivel qualitativo, pois, permite avaliar a presenga ou
auséncia de protefnas (Carraro, 1990). A eletroforese em gel de poliacrilamida
(PAGE) de protefnas totais produz padrdes de bandas que podem ser
consideradas “impressdes digitais” especificas dentro de diferentes Taxa de
bactérias. Este método diferencia niveis de espécie e subespécie (Rademaker &
Bruijinm 1997) (Figura 1), visto que a estabilidade do padrdo eletroforético
permite a comparaglio dos perfis, fornecendo uma medida segura da relagdo
taxon6mica das amostras analisadas. E considerada uma ferramenta ttil para o
estudo da diversidade de microrganismos em geral (Chen et al. 2001; Kampfer
et al., 1995) e tem sido aplicada no estudo de diazotréficos simbiéticos (Moreira
et al., 1993; Dupuy et al., 1994; Lajudie et al., 1998a; Lajudie et al., 1998b) ¢
também no género Burkholderia (Santos et al., 2001). No entanto, tem sido
pouco utilizada na caracterizagio de bactérias associativas dos géneros

Azospirillum e Herbaspirillum.
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Familia Género Espécie Subespécie Estirpe

UMento |

FIGURA 1 Resolugido relativa de varios fingerprints e técnicas de DNA
(modificado de Rademaker & Bruijn, 1997).



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Estirpes de bactérias diazotréficas

Os 72 isolados de bactérias diazotroficas estudados foram oriundos de
amostras de solo de cambissolo distréfico em areas da ALCOA Aluminio S/A,
localizadas em Pogos de Caldas, de 10 locais, conforme descrito na tabela 3. Os
atributos quimicos e fisicos das amostras de solos coletadas foram avaliados por
Meloni, (2000). Esses isolados foram obtidos em meios de cultura especificos
(Anexo 1A) INFb (Herbaspirillum spp.), NFb (Azospirillum spp.) e FAM
(Azospirillum amazonense) e mantidos a - 20°C. As caracteristicas culturais
desses isolados em meio de cultivo batata (Anexo 1A) (figura 2), estdo descritas
na tabela 4. Para comparacdo foram utilizadas 7 estirpes-tipo, para o presente
estudo: BR9004 (*Burkholderia sp. isolada de nédulo de leguminosa arborea),
BR11080" (Azospirillum lipoferum), BR11340" (Burkholderia brasilensis),
Azospirillum irakense, BR11175" (Herbaspirillum seropedicae), BR11001T
(Azospirillum brasilense) e BR11040" (Azospirillum amazonense). As estirpes-
tipo de Burkholderia foram incluidas como referéncia pois, foi relatado seu

isolamento em meios similares aos utilizados neste estudo (Baldani, 1996).

Figura 2 Esquema resumido de isolamento das bactérias diazotréficas.

Pelicula tipica  Sem crescimento

*Dr”, Moreira, F.M.S. Universidade Federal de Lavras-MG, 2002.
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TABELA 3 Origem das estirpes de bactérias diazotréficas.

‘Area de Origem. em Po;:os de Caldas

'CAMPO

Isolados f82y b 2ixe

Recém-minerado, coberto por
braquidria (Brachiaria decumbens) e
feijao-guandu (Cajanus cajan)

Capim-azevém (Lolium multiflorum) e
Eupathorium sp. (Asteraceae)
Capim-gordura (Melinis minutiflora),
em sucessdo. Presenca de espécies
nativas como bracatinga (Mimosa
scabrella)

Bracatinga (Mimosa scabrella) e sub-
bosque bem desenvolvido (capim-
gordura, alecrim)

Referéncia com espécies graminoides e
arbustivas (sem a]terag_ao antrég:ca)

UFLAIL, UFLA 2, UFLA 3,

UFLA28, UFLA29, UFLA30,
UFLAG62 UFLA66 UFLAG67
UFLAG69

UFLA59, UFLA63, UFLAG64

UFLAG6, UFLA32, UFLA33,
UFLA34, UFLA35, UFLAG0,
UFLAG61

UFLAI, UFLA7, UFLAS,
UFLA9, UFLA36, UFLA54,
UFLAS55, UFLAS6, UFLAS7,
UFLAS58, UFLAG65, UFLAG6S,
UFLA70

UFLA4, UFLAS, UFLA31

ISERRAVIEE ¢ t :
Recém- mlnerado Coberto por caplm
gordura, feijao guandu e espécies
arbéreas nativas
Braquidria, feijio guandu e espécies
arboreas nativas

Espécies arboreas nativas, sub-bosque
desenvolvido, serapilheira adicionada
Bracatinga e vegetagéo rasteira e
arbustiva, processo de sucessdo lento

Bracatinga e sub-bosque coberto por
capim gordura

4 FhL s .mu__l. gL e

UFLAZS UFLA26 UFLAZ?
UFLA48, UFLA49, UFLAS0

UFLA20, UFLA21, UFLA22,
UFLA23, UFLA24, UFLA44,
UFLAA45, UFLA46, UFLA47,
UFLA71, UFLA72

UFLA11,UFLA12, UFLAI13,
UFLA14, UFLA15

UFLA16, UFLA17, UFLA18,
UFLA19, UFLA39, UFLA40,
UFLA41, UFLA42, UFLA43,
UFLAS51, UFLA52, UFLA53

UFLA37, UFLA38
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TABELA 4 Descrigiio das caracteristicas culturais dos isolados de bactérias
diazotroficas endofiticas e estipes-tipo, obtidos de amostras de
solo coletadas, apés mineracdo de bauxita em meio de cultivo
batata sélido (Melloni et al., submetido 2002).

i Gruposifenotipicos. =~ =
©_ culturais Des': s
I 1-1-1 1,52
II 1-1-2 B. brasilensis BR11340", 2, 63, 64, 65, 66, 70
11 2-1- 5,12, 28, 34, 69
v 2-1-1 18, 42, 47,24
% 1-2-1 H. seropedicae BR 111757
\Y| 3.2-2 3,4,6,8, 19, 26,31, 41
1% 2-2-2- 7,10, 13, 16, 30, 53
VIII 2-2-1 14
IX 3-2-1 A. irakense”, 36
X 3-1-1 17
XI 4-1-2 23, 48
X1l 2-1-3 38
XIII 3-1-3 44, 45, 51
XIV 4222 9
XV 4-3-2 21
XVI 4-2-1 71
XVII 4-4-1 29
XVIII 4-4-2 35, 46
XIX 3-4-2 15
XX 3-4-3 20
XXTI 4-4-3 39, 40, 49
xxir 3-3-3 43
XXI11 2-3-2 11
XXIV 1-3-2 56
XXV 2-4-3 22,37, 72
XXVI 2-3-3 A. brasilense BR11101 T
XXVl 4-5-2 25
XXVIII 4-6-2 27
XXIX 4-6-1 32, 33
XXX 4-6-3 50
XXXI 3-6-3 A. amazonense BR111407, 61
XXXII 1-6-2 54, 55, 58, 60, 67, 68
XXX 1-6-1 57
XXXIV 1-5-2 59
XXXV 1-6-3 62
XXXVI 2-6-3 A. lipoferum BR11080T

" 12 valor diametro médio da colbnia que varia de 1) < Imm; 2) 1-2mm; 3) 2-3mm; 4)
>3mm. 2° valor cor da coldnia: 1) creme; 2) creme centro escuro; 3) creme claro; 4) rosa; 5)
creme transparente; 6) branco. 32 valor consisténcia da col6nia 1) consistente; 2) mole; 3)
dura/quebradica.



3.2 Caracterizaciio em meio de cultivo GNA e teste gram

Para a caracterizagiio cultural em meio de cultura GNA (caldo nutritivo,
20g L", glicose, 5g L", 4gar 15g L e pH 6.,8), as eétirpes e isolados foram
crescidos durante 5 dias A temperatura de 27°C, send$ avaliadas as seguintes
caracteristicas culturais: dias de aparecimento das coldnias, difmetro médio das
coldnias (mm), produgio de goma (muita ou pouca), .coloragdio das colénias
(branca, rosa, rosa claro, creme, creme escuro, crenie com centro escuro),
consisténcia das coldnias (mole, consistente, dura), formato de bordo (circular,
irregular, puntiforme elevado, convexo, plano) e margem do bordo (inteiro,
ondeado, irregular). Para facilitar o agrupamento da car%cterizacao morfolégica
das bactérias, uma matriz bindria dos dados originais (31 X 79) foi construida,
compreendendo as caracteristicas morfolégicas e suas vlariagées e os sefenta e
dois isolados ¢ sete estirpes estudados. Para cada caracteristica foram atribuidos
valores 1 ou 0, indicando presenga ou auséncia da mésma. A caracterizag@io
morfolégica de cada bactéria foi comparada e suas semelhangas estimadas pelo
coeficiente de Jacard (S;), cuja equagdo € S;= a/a + b+ c, ¢ 0 agrupamento
destas foi pelo método UPGMA (average linkage clustering) sendo que o
principio deste, baseia-se na distancia intergrupo, que é 11 média das distincias
pareadas dos membros dos dois grupos e representados graficamente por um
dendrograma (NTSYS-pc, vers#io 2.0t). Para o teste de g}am os isolados foram
crescidos durante 5 dias no meio de cultivo GNA sélido. Retirou-se com uma
alga de platina uma porgéio das culturas para a execugio, %segundo o método de
Bartholowew (Yano et al., 1993). 1

3.3 Tolerdncia de bactérias diazotréficas A salinidade . em meio de cultura

batata modificado
Estirpes e isolados de bactérias foram estudados huanto a tolerincia a

diferentes concentragdes de cloreto de sédio em meio batqta sélido (Ddbereiner
et al., 1995) modificado. As estitpes e os isolados foram ihoculados em 50 mL
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de meio batata liquido e mantidos sob agitagdo orbital & 105 rpm, 27°C. Apés o
crescimento por 3 dias para todos os microrganismos, sendo este o tempo
necessdrio para que atingissem a fase log, uma aliquota de 1 mL de cultura de
cada estirpe e isolado foi transferida para tubos eppendorf de 1,5 mL
esterilizados, e centrifugada a 8.000 rpm, & 25°C, por 4 minutos. O sobrenadante
foi descartado e as células foram ressuspensas em 1 mL de solugdo salina estéril
(NaCl 5,5 g L) e centrifugadas novamente, repetindo-se o processo de lavagem
das células por 3 vezes. Este processo de lavagem foi realizado visando a
remogdo de residuos do meio de cultura do in6culo, que poderiam resultar num
falso positivo de crescimento, quando as bactérias fossem inoculadas nos meios
de cultura, contendo as diferentes concentragdes de NaCl. Em seguida, aliquotas
de 0,1 mL dessas suspensdes de bactérias foram inoculadas e espalhadas com
alga de Drigalsky em placas que continham meio batata modificado por adigéo
de solugdes salinas de NaCl nas seguintes concentragdes: 0, 10, 20, 30,50 e 80 g
L? (Figura 3). As placas foram incubadas a 27°C por 7 dias para todos os
isolados e estirpes. Os tratamentos foram distribuidos inteiramente ao caso, com
trés repeticdes. Para avaliar o tolerincia das bactérias ao cloreto de sédio, foi

observada a presenga ou auséncia de crescimento no meio de cultura.

3.4 Avaliacfio da forma das células em microscépio ético

As estirpes-tipo e os 72 isolados de bactérias diazotréficas foram
crescidos no meio de cultivo batata semi-sélido (D8bereiner et al., 1995) durante
3 dias & temperatura de 27°C. Depois foi retirada uma aliquota de cada tubo para
montagem das liminas e observagio em contraste de fase no microscépio
Olimpus Dx40. As caracteristicas observadas foram: movimento celular (rapido,
lento, circular e trajetéria), forma da célula (vibrio, bastdio e espirilos), formagdo

de cadeias bacterianas (presenga e auséncia), presenga de granulos de poli-B-
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hidroxibutirato. A largura celular de cada isolado foi aferida através de uma

média de largura de cinco bactérias.

Figura 3 Esquema das etapas executadas para a instalagdo do experimento de

tolerancia a salinidade

1mLd It
Syl v => Centrifugaciio (8000 rpm/

v 25°C / 4 min.).

Descarte do sobrenadante

Cultura ressuspensa em 1 mL de
solugdio salina estéril (NaCl 5,5 g/L)

50 mL de meio batata
liquido, agitagiio orbital v

(105 rpm/27°C/3 dlas)

(R

Concentragoes de NaCl

3.5 Anilise de proteinas totais por eletroforese em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE)

As estirpes e isolados em estudo foram cultivados no meio de cultura

solido GNA. Apds o crescimento em placa, inocularam-se os mesmos em 50 mL

de meio de cultura liquido TY (Anexo 2A). O crescimento se deu sob agitagdo

constante de 120 rpm por 4 dias a temperatura de 28°C. Apés, o meio de

crescimento com as bactérias foi centrifugado & 12000 rpm por 10 min. a

temperatura 4°C. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e ao “pelet”
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formado foi adicionado o tampdo NaPBS (Anexo 2A) e novamente centrifugado
repetindo-se este processo por duas vezes, para lavagem das células. Foi pesado
70 mg de células de cada isolado em tubo Eppendorf e, em seguida, adicionou-
se 0,9 mL do tampédo da amostra (TTA) (Anexo 2A) e 0,1 mL de SDS a 20%
para solubilizagéio das protefnas. Em seguida, aqueceu-se a mistura em banho
maria & 95°C por 10 min. Depois, as amostras foram centrifugadas a 12000 rpm
por 10 min., & temperatura de 4°C. Coletou-se o sobrenadante em dois tubos
eppendorf, os quais foram armazenados & -20°C para uso imediato.
Posteriormente, as amostras foram submetidas a4 eletroforese em gel de
poliacrilamida (PAGE) pelo método Laemmli (1970), com modificagdes
descritas por Jackmam (1985). Para eletroforese, utilizou-se um gel de sistema
descontinuo com concentragéio 12% para o gel separador e 5% para o gel de
concentragéio (Anexo 2A). Foram, inoculadas ao gel, 30 pL de cada amostra
(Figura 4).

Uma matriz bindria dos dados originais foi construida, compreendendo
13 cadeias polipeptidicas (bandas) representativas dos setenta e nove perfis
gerados. Para cada posig#o de migragdo foram atribuidos valeres 1 ou 0,
indicando presenga ou auséncia de uma banda. Os padrdes de migracdo gerados
foram comparados e suas semelhangas estimadas pelo coeficiente de Jacard (S)),
cuja equagdio ¢ S;= a/a + b + c. Os isolados e estirpes foram agrupados pelo
método UPGMA (average linkage clustering), sendo que, o principio deste,
baseia-se na distéincia intergrupo que ¢ a média das distancias pareadas dos
membros dos dois grupos e representados graficamente por um dendrograma
(NTSYS-pc, verséio 1.8 Slice, et al. 1994). Os grupos formados foram
comparados com estirpes tipo de Azospirillum, Burkholderia, Herbaspirillum.
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Figura 4 Esquema resumido das etapas executadas para extragdo da proteina

total de bactérias pelo método SDS-PAGE.

ST SR O R T S

Centrifugacio Extragiio e adigiio do
(12000 rpm/10mi.) ﬂ tampiio + SDS (20%) ¢
Mercaptoetanol
Lavagem
com NAPBS Aplicagiio no gel de
poliacrilamida para a
Crescimento eletroforese
no meio de
cultura TY

Revelaciio dos padrides

\A

i

I

1

1
muInin
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizac¢fio em meio de cultivo GNA e teste gram

A caracterizagfio cultural dos 72 isolados de bactérias diazotr6ficas no
meio de cultura GNA ¢ apresentada na tabela 5. Pela avaliagdo da morfologia
das colbnias foi possivel observar diferengas fenotipicas significativas entre os
isolados. O tempo em dias para aparecimento das primeiras col6nias variou de 1
até 5, o didmetro médio das colbnias < 1 até 4,5 mm e a produgdo de goma
(muita ou pouca). A coloragio das coldnias variou de branca, rosa, rosa claro,
creme, creme escuro até creme com centro escuro; a consisténcia das col8nias
(mole, consistente, dura). O formato de bordo variou de circular, irregular até
puntiforme; a elevagéo (elevado, convexo, plano) e a margem (inteiro, ondeado,
'irregular). Todos os isolados apresentaram maior crescimento (didmetro médio
de colénias) neste meio, do que quando crescidos em meio batata (Tabela 4). Na
revelagéio do teste gram todos os isolados apresentaram-se negativos.

Para facilitar o agrupamento dos isolados e estirpes de bactérias
diazotréficas com base na caracterizacio apresentada na tabela 5, construiu-se o
dendrograma de similaridade entre os isolados e as estirpes-tipo de Azospirillum
lipoferum, A. amazonense, A. irakense, A. brasilense, Herbaspirillum
seropedicae, Burkholderia brasilensis e Burkholderia sp. (Figura 5). A 81% de
similaridade, 12 grupos foram formados. Os isolados UFLA 2, 5, 31, 6, 8 e 30
formaram o grupo A; UFLA 10 e 19 grupo B; UFLA 14, 26 ¢ 18 grupo C;
UFLA 62, 64, 66, 67 ¢ 63 grupo D; UFLA 12,15,23 ¢ 17 grupo E; UFLA 33 e
34 grupo F; UFLA 21, 27 e 32 grupo G. O grupo H foi formado por UFLA 11,
55, 56, 68 ¢ 70; o grupo I por UFLA 57, 58, 59, 60 € 69; o J pelas espécies tipo
BR9004 e BR11340. O L formado por UFLA 29 e 38 foi agrupado com 100%
de similaridade. O grupo M por UFLA 37, 39 e 53. Os demais isolados e

estirpes formaram 38 grupos isolados, indicando existir uma grande variagéo
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morfoldgica dos isolados em relago as estirpes tipo, quando cultivados em meio

GNA. Na figura 6 pode-se visualizar as principais morfologia de col6nias

apresentadas pelos isolados.
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TABELA 5 Descrigiio das caracteristicas morfolégicas em meio de cultivo GNA dos 72 isolados de solos reabilitados pds

mineragdo de bauxita e das estirpe tipo.

5 T bt e s o
creme /centro  dura concéntrica
escuro
UFLA2* 1 rosa claro dura 3,0 pouca circular  convexa inteiro lisa concéntrica
UFLA3* 1 rosa claro dura 3,5 pouca circular  plana ondeada rugosa concéntrica
UFLA4* | rosa claro dura 3,5 pouca circular  plana inteiro lisa concéntrica
UFLAS* 1 rosa claro dura 2,5 pouca circular  convexa inteiro lisa concéntrica
UFLA6* | rosa claro dura 2,5 pouca circular  plana inteiro lisa concéntrica
UFLAT* 1 rosa claro mole 2,0 pouca circular  plana inteiro lisa concéntrica
UFLAS* 1 rosa claro dura 3,0 pouca circular  plana inteiro lisa concéntrica
UFLA9* 1 rosa claro consistente 2,5 pouca circular  plana ondeada rugosa concéntrica
UFLAI0" 1 rosa claro dura 3,0 pouca circular  plana inteiro lisa concéntrica
UFLAIL* 1 branca consistente 1,0 pouca circular  convexa inteiro lisa concéntrica
UFLAI2* 1 creme consistente 4,5 muita circular  convexa inteiro lisa concéntrica
UFLA13* 1 creme/centro  consistente 2,0 pouca circular  plana inteiro lisa concéntrica
escuro
UFLA14* 1 rosa claro consistente 2,0 pouca circular  plana inteiro lisa concéntrica
UFLA15* 1 creme consistente 4,5 muita circular  convexa inteiro lisa concéntrica
UFLAl6* 1 rosa claro consistente 2,5 pouca circular  plana inteiro lisa concéntrica
UFLAIT* 1 creme consistente 4,5 muita circular  convexa inteiro lisa concéntrica
UFLA18* 1 rosa claro consistente 1,25 pouca circular  plana inteiro lisa concéntrica
UFLA19* 1 rosa claro dura 1,5 pouca circular  plana inteiro lisa concéntrica
UFLA20* 1 rosa dura 3,5 pouca circular  plana inteiro rugosa enrugada
UFLA21* 2 creme consistente 4,5 muita circular  convexa inteiro lisa concéntrica
UFLA22* | rosa dura 3,5 pouca circular  plana inteiro rugosa concéntrica
UFLA23* | creme consistente 4,5 muita circular  convexa inteiro lisa concéntrica
UFLA24* | branca consistente 3,5 muita irregular  plana ondeada  rugosa concéntrica

Continua....
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UFLA25° 2 rosa claro dura 4,0 pouca circular  plana inteiro lisa concéntrica
UFLA26" 1 rosa claro consistente 1,5 pouca circular  plana inteiro  lisa concéntrica
UFLA27* 2 creme consistente 45 muita circular  convexa inteiro lisa concéntrica
UFLA28® 1 rosa claro dura 1,5 pouca circular  plana inteiro lisa concéntrica
UFLA29" 2 rosa dura 2,5 pouca circular  plana inteiro  rugosa concéntrica
UFLA30® 1 rosaclaro  dura 2,5 pouca  circular plana inteiro  lisa concéntrica
UFLA3L® 1 rosaclaro  dura 2,5 pouca  circular  plana inteiro  lisa concénirica
UFLA32® 2 rosa claro consistente 4,5 muita circular  convexa inteiro lisa concéntrica
UFLA33® 1 creme consistente 4,5 muita circular  convexa inteiro lisa concéntrica
UFLA34® 1 rosa claro mole 2,0 muita circular convexa  inteiro  lisa concéntrica
UFLA35® 1 creme consistente 45 muita  circular convexa  inteiro  lisa concéntrica
UFLA36® 1 creme escuro  consistente 3,5 pouca circular  plana ondeada rugosa concéntrica
UFLA37® 2 rosa dura 3,5 pouca circular  plana inteiro  rugosa concéntrica
UFLA38" 2 rosa dura 25 pouca circular  plana inteiro rugosa concéntrica
UFLA3%® 2 rosa dura 35 pouca  circular plana inteiro  rugosa concéntrica
UFLA40® 2 rosa dura 3,5 pouca  circular plana inteiro  rugosa concéntrica
UFLA41I® | fosaclaro  mole 3,5 muita  circular  plana inteiro  lisa concéntrica
UFLA42® 1| creme consistente 4,5 muita circular  convexa inteiro lisa concéntrica
UFLA43® 2 rosa claro dura 20 pouca irregular  plana ondeada rugosa concéntrica
UFLA44® 2 creme dura 20 pouca irregular  plana ondeada rugosa concéntrica
UFLA45® 1 rosa dura 45 pouca  circular plana inteiro  rugosa concéntrica
UFLA46® 1 creme consistente 45 muita circuler  convexa inteiro lisa concéntrica
UFLA47® 1 creme consistente 4,5 muita circular convexa  inteiro  lisa concéntrica
UFLA48® 2 creme consistente 4,0 muita circular  convexa inteiro lisa concéntrica
UFLA49¢ - 2 ---FOSa -- - durg-—- - 35- ‘pouca - —circular -plana--- inteiro - -rugosa concéntrica
UFLASO® 2 branca dura 1,5 pouca circular plana inteiro  rugosa concéntrica
UFLASI® 2 cremeftranslt  mole <1 pouca puntiforme  plana inteiro lisa concéntrica
cida
UFLAS2® 3 creme mole 3,5 pouca puntiforme plana inteiro lisa concéntrica
UFLAS3® 2 rosa dura 1,5 pouca circular plana inteiro  rugosa concéntrica
UFLAS4® 3 branca consistente 1,5 pouca circular convexa inteiro  lisa concéntrica
UFLASS® 1 branca consistente 1,5 pouca circular convexa inteiro lisa concéntrica

_Continua....
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UFLAS6® 1 branca consistente 1,5 pouca circular convexa inteiro lisa concéntrica
UFLAST® 2 branca consistente 1,5 pouca circular convexa inteiro  lisa concéntrica
UFLAS8c¢ 2 branca consistente 1,5 pouca circular convexa inteiro  lisa concéntrica
UFLAS9® 2 branca consistente 1,5 pouca circular convexa inteiro lisa concéntrica
UFLA60* 2 branca consistente 1,5 pouca circular convexa inteiro lisa concéntrica
UFLA61° 5 branca consistente <1 pouca puntiforme  convexa  inteiro lisa concéntrica
UFLA62° 5§ creme mole <1 pouca puntiforme  plana inteiro lisa concéntrica
UFLA63* 3 creme mole <1 pouca puntiforme  plana inteiro  lisa concéntrica
UFLA64* 4 creme mole <] pouca puntiforme  plana inteiro lisa concéntrica
UFLAG65* 1 branca consistente <] pouca circular convexa inteiro lisa concéntrica
UFLA66° 5 creme mole 1 pouca puntiforme  plana inteiro lisa concéntrica
UFLA67° 5 creme mole <1 pouca puntifoorme  plana inteiro lisa concéntrica
UFLA68® 1 branca mole 1.5 pouca circular convexa inteiro lisa concéntrica
UFLA6%* 2 branca consistente 2,0 pouca circular convexa inteiro lisa concéntrica
UFLA70° 1 branca consistente 1,5 pouca circular convexa inteiro lisa concéntrica
UFLA7I® 1 rosaclaro  dura 3,5 pouca  circular  plana inteiro  lisa concéntrica
UFLA72* 1 rosa claro dura 4,5 pouca circular plana inteiro  rugosa enrugada
BR9004 1 creme consistente 1,5 pouca circular convexa inteiro lisa concéntrica
BR 11340 1 branca consistente 1,5 pouca circular convexa inteiro lisa concéntrica
BRI11001 1 rosa claro dura 3.0 pouca imegular  plana ondeada rugosa enrugada
BR 11175 2 creme consistente 2,0 pouca irregular  plana inteiro lisa concéntrica
BR11040 - - - - - - - - - -
BR11080 2 creme consistente 1,5 pouca circular plana inteira lisa concéntrica
A. irakense 2 rosa consistente 1,5 pouca  circular plana inteiro _rugosa enrugada

? Isolado obtido em meio de cultura semi-sélido JNFB.; ° Isolado obtido em meio de cultura semi-sélido NFB;.© Isolado
obtido em meio de cultura semi-sélido FAM. ™ Tempo em dias; @ Digmetro médio das coldnias,
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Figura 6 Morfologia de colonias de isolados de bactérias diazotroficas
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4.2 Tolerincia de bactérias diazotréficas a salinidade em meio de cultura
batata modificado

As concentra¢des maximas toleradas (CMT) por cada isolado de bactéria
diazotréfica cultivado em meio batata, suplementado com diferentes
concentragdes de NaCl, encontram-se na tabela 6. Pela avaliagio da tolerancia &
salinidade foi possivel reuni-los em cinco grupos: grupo 1, formado pelos
isolados que néo toleraram as concentragdes de NaCl utilizadas, grupo 2.
formado pelos isolados e estirpes que toleraram concentragdo de 10 g L' NaCl,
grupo 3 isolados e estirpes que toleraram concentragao de 20 g L' NaCl, grupo
4: isolados e estirpes que toleraram a concentragio de 30 gL' deNaCle grupo
5, que toleraram concentragdo até 50 g L' NaCl. Nenhum isolado e estirpe
cresceu em meio com 80 g L™ de NaCl. Alguns grupos de isolados obtidos pelo
agrupamento de similaridade, considerando a caracterizagdo cultural, também
apresentaram o mesmo comportamento, quando submetidos ao estresse salino.
Os membros do grupo A, UFLA 5, 6, 8, 30 e 31 apresentaram o mesmo
comportamento, quando submetidos ao estresse salino com 30 g L' de NaCl no
meio de cultura, com exce¢do de UFLA 2 que tolerou 20 g L. Todos os
isolados do grupo B e C apresentaram o mesmo comportamento tolerando 30 g
L' de NaCl. O grupo D também apresentou o mesmo comportamento
fisiolégico ndo tolerando nenhuma concentragéio de NaCl estudada. Ja o grupo E
apresentou muitas variagdes quanto a avaliagdo fisiologica, sendo que UFLA 12
e 15 toleraram 20 g L™ de NaCl, UFLA 23,30 g L" ¢ UFLA 17, 50 g L™,

Todos os isolados dos grupos F, G e L apresentaram o mesmo
comportamento, tolerando 20 g L' de NaCl, com excecdo do isolado UFLA 27
que ndo cresceu em nenhum dos tratamentos suplementados com NaCl. Os
isolados do grupo H apresentaram variagdes de tolerdncia: UFLA 11, 30 gl
UFLA 55,56e 70, 10 g L™ e UFLA 68 ndo tolerou nenhuma concentragdo de
NaCl.
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TABELA 6 Concentragdes maximas toleradas (CMT) em g L de NaCl em
meio batata modificado, por estirpes e isolados de bactérias
diazotroficas.

solado/Estivg
0 20 BR11080 20
0 20 BR9004 20
0 20 UFLAS 30
0 20 UFLA9 30
0 20 UFLAI0 30
0 20 UFLAI1 30
0 20 UFLAI13 30
0 20 UFLA14 30
0 20 UFLAL6 30
0 20 UFLAIS 30
UFLA66 0 UFLA33 20 UFLA23 30
UFLA67 0 UFLA34 20 UFLA24 30
UFLAGS 0 UFLA36 20 UFLA26 30
UFLA37 10 UFLA38 20 UFLA28 30
UFLA42 10 UFLA40 20 UFLA30 30
UFLAS4 10 UFLA44 20 UFLA3I1 30
UFLAS5 10 UFLA46 20 UFLA35 30
UFLAS6 10 UFLA48 20 UFLA39 30
UFLA58 10 UFLAS3 20 UFLA41 30
UFLA59 10 UFLAT71 20 UFLA43 30
UFLA47 10 UFLAT72 20 UFLAA45 30
UFLAGY 10 UFLA3 30 UFLA47 30
UFLA70 10 UFLAA4 30 UFLA49 - 30
BR110407 10 UFLAS 30 BR110017 30
BR113407 20 UFLA6 30 BR111757 30
UFLAI 20 UFLA7 30 UFLA17 50
A.irakense 50

Do grupo I, UFLA 58, 59, 60 e 69 toleraram concentragio de 10 g L™ e
UFLA 57 nao apresentou nenhum crescimento, quando submetido ao estresse
salino.Os representantes do grupo J, BR9004 e BR 11340 toleraram 20 g L
NaCl. Os isolados do grupo M apresentaram variagdes de tolerancia: UFLA 37,
10 g L"; 39,30 g L' e UFLA 53, 20 g L"'. Nio foi observada nenhuma relagdo
de tolerancia a salinidade e origem dos isolados obtidos em areas submetidas aos
diferentes métodos de reabilitagao (Tabela 3).

As espécies A. irakense isolada de raizes de arroz na regido subtropical

do Iraque (Khammas et. al., 1989) e A. halopraeferens isolada da graminea
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Kallar grass (Leptochloa fusca L.), que cresce em solos salino-sédicos no
Paquistdo (Reinhold et al., 1987), sdo tolerantes a até 3% de NaCl. Neste
trabalho, 4. irakense tolerou 5%. O isolado UFLA 17, oriundo da 4rea de Serra
reabilitada com bracatingas e apresentado vegetéc;io rasteira e arbustiva em
processo de sucessdo lento, também apresentou a mesma tolerdncia desta estirpe.
E relatado na literatura (Baldani, 1996), que a estirpe tipo de Burkholderia
brasilensis tolera até 1% de NaCl em meio de cultivo semi-sélido especifico.
Neste trabalho, esta estirpe tolerou 2% de NaCl, quando cultivada em meio
batata s6lido suplementado com NaCl.

A tolerincia ao cloreto de sédio foi avaliada, buscando-se o agrupamento
dos isolados em nivel fisiolégico, para auxiliar a caracterizagdo de espécies
distintas de microrganismos. Bactérias Gram-negativas apresentam como
componente principal da parede celular um complexo de lipopolissacarideos que
¢ muito importante, tanto para a manutengio da estabilidade da membrana
celular, quanto para o controle parcial de entrada e saida de algumas substincias
da célula para o meio, ou vice-versa (Luderitz et al., 1982). Estudos realizados
por Jofré et al. (1998ab), evidenciaram que a capacidade de Azospirillum
brasiliense (Gram-negativo), tolerar o estresse salino, pode estar associada a
uma alteragio na produgdo de lipopolissacarideos, que confere diferencas
morfoldgicas na parede celular do microssimbionte. Essas diferencas foram
evidenciadas pela diminuigio e até o desaparecimento da membrana celular
externa no tratamento com 300 mM de NaCl que, além de ter causado um
decréscimo de 66% no crescimento do microrganismo, também interferiu na
capacidade deste em colonizar os hospedeiros milho e trigo (Jofié et al., 1998b).
Assim, pode-se inferir que, quanto maior for a capacidade de Azospirillum
tolerar o estresse salino, maior serd o actimulo de solutos orginicos (Bashan &
Holguin, 1997) e mais espessa sera a camada de lipopolissacarideos envolvendo

a bactéria.
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4.3 Avaliagfio da forma celular em microscépio ético

A caracterizagdo morfolégica dos isolados e &ctupos tipo encontram-se
na tabela 7. A largura das células variou de 0,61 a 1,21 um. A forma variou de
vibrio, bastdo curvo e bastio. Os movimentos caracteristicos observados foram:
giratério rapido e ondulatério, rapido e trajetéria, trajetdria trémulo, lento e
trémulo, lento e trémulo. Houve isolados que formaram, em meio de cultivo,
cadeias bacterianas e alguns apresentaram formacdo de agregacdo. A presenga
de PHB somente pdde ser detectada nas células de formato vibrio, nas demais,
ndo foi possivel visualizagdo. A estirpe tipo BR11080" (lgxgura 7 a) apresentou
formato vibrio, ndo formagio de cadeia, presenca de i’HB, mobilidade tipo
giratério rapido e ondulatorio e, largura celular variando de 1,18 a 1,2 um. Os
isolados que se assemelharam com as mesmas caracu!aristicas desta estirpe
foram: UFLA 2 (Figura 7 b), 15, 22, 25, 27, 29, 34, 35, 37, 39, 43, 44, 45,46 ¢
48. A estirpe tipo BR110017 (Figura 7 c) apresentou a mesma caracterizagio
celular da estirpe tipo BR11080", variando somente na largura celular de 0,95 a
0,98 um. Os isolados que se agruparam a esta estirpe foratﬁ: UFLA 12 (Figura 7
d), 38, 40, 53 e 72. Os isolados UFLA 1, 20, 32 e 42 (FigLra 7 €) apresentaram
formato vibrio, granulos de PHB, ndo formaram cadeias;, movimento rapido,
giratério e ondulatorio tipico do género Azospirillum com largura variando de
0,91 a 0,94 um e ndo se agruparam com as estirpes deste: trabalho. A excecdo

|

deste grupo foi o isolado UFLA 20 apresentou formagdo de uma estrutura em
forma de cadeia sem septos, extensa (Figura 7 p). As estirpes tipo Azospirillum
irakense e BR11040" apresentaram formato vibrio, PHB, formagéio de cadeias,
movimento giratério ondulatorio rapido e largura celular de p,ﬁl pm e 0,70 pm,
respectivamente, sendo que, nenhum isolado se agrupou a estes (Figura 7 fe g).
A estirpe BR9004 (Figura 7 h) apresentou forma de bastio, ndo formagiio de
cadeia, movimento trajetoria rapido e largura celular de 0,60I|9 um, O isolado que
se assemelhou a ela, foi o UFLA 36 (Figura 7 i). |
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Tabela 7 Caracterizagido morfologica, em microscopio ético, das células de
isolados de bactérias diazotroficas em meio batata semi-solido.

UFLA40 0,99 Vibrio/NC GR/O
UFLA41 0,61 Bastio /NC R/T
UFLA42 0,91 Vibrio/NC GR/O
UFLA43 1,18 Vibrio/NC GR/O
UFLA44 1,18 Vibrio/NC GR/O
UFLA45 1,18 Vibrio/NC GR/O
UFLA46 1,06 Vibrio/NC GR/O

UFLALI 0,94 Vibrio/NC
UFLA2 - " 1,20 Vibrio/NC
UFLA3 0,61 Bastio Cur/NC
UFLA4 0,61 Bastio Cur/NC
UFLA3 0,61 Bastio Cur/NC
UFLA6 0,61 Bastiio Cur/NC
UFLA7 0,61 Bastio Cur/NC

UFLASB 0,61 Bastdo Cur/NC UFLA47 nd nd nd
UFLA9 0,61 Bastdo Cur/NC UFLA48 1,21 Vibrio/C GR/O
UFLAIO0 0,61 Bastdo Cur/NC UFLA49 nd nd nd
UFLAIl 0,91 Bastio UFLA5S0 nd nd nd
UFLAIZ 0,99 Vibrio/NC UFLAS1 0,82 Bastio C L/Tre
UFLAI3 0,61 Bastdo Cur/NC UFLA52 0,91 Bastio C T

UFLAl4 0,61  Bastio Cur/NC UFLAS3 0,99 Vibrio/NC GR/O

3%35%%3%3%3%%;,

UFLAILS 1,20 Vibrio/NC UFLA5S4 0,91 Bastio C/A L
UFLAl16 0,61 Bastio Cur/NC UFLASS 0,91 Bastio C/A L
UFLA17 0,72 Bastio T/Tre UFLAS6 0,91 Bastio C/A L
UFLAI8 0,61 Bastio Cur/NC R/T UFLAS7 0,91 Bastio C/A L
UFLA19 0,61 Bastio Cur/NC R/T UFLAS5S8 0,91 Bastio C/A L
UFLA20 0,91  Vibrio/C GR/O |UFLA59 nd nd nd
UFLA21 nd nd nd UFLAG60 0,91 Bastio C/A L
UFLA22 1,18 Vibrio/NC GR/O UFLA61 0,91 Bastio C/A L
UFLA23 nd nd nd UFLA62 0,88 Bastio C/A L/Tre
UFLA24 0,88 Bastio/C R/T UFLA63 0,88 Bastio C L/Tre
UFLA25 1,58 Vibrio/NC GR/O UFLA64 0,88 Bastio C L/Tre
UFLA26 0,61 Bastio Cur/NC R/T UFLAG65 0,91 Bastio C/A L
UFLA27 1,21  Vibrio/NC GR/O |[UFLA66 0,85 Bastio C L/Tre
UFLA28 0,61 Bastdao Cur/NC R/T UFLA67 0,89 Bastio C/A L/Tre
UFLA29 1,18 Vibrio/NC GR/O UFLA68 0,79 Bastio C L/Tre
UFLA30 0,61 Bastdo Cur/NC R/T UFLA69 0,79 Bastio C L/Tre

UFLA31 0,61 Bastio Cur/NC R/T UFLA70 0,91 Bastdo C/A L
UFLA32 091  Vibrio/NC GR/O | UFLA71 0,61 Bastao Cur/NC R/T

UFLA33 nd nd nd UFLA72 0,95 Vibrio/NC GR/O
UFLA34 1,09 Vibrio/NC GR/O |BR9004 0,61 Bastdao/NC R/T

UFLA35 1,19  Vibrio/C GR/O |BRIII75 0,61 Bastio Cur/NC R/T

UFLA36 0,61 Bastio/C R/T BR11080 1,20 Vibrio/NC GR/O
UFLA37 1,18  Vibrio/NC GR/O |BR11040 0,70 Vibrio/C GR/O
UFLA38 0,95  Vibrio/NC GR/O [BRI1001 0,98 Vibrio/NC GR/O
UFLA39 1,19  Vibrio/NC GR/O | A.irakense 0,61 Vibrio/C GR/O

Larg' = Largura (um); Forma: vibrio, bastdo curvo (Cur) e bastdo. Mob. * = Mobilidade
caracteristicas observadas: giratério ripido e ondulatorio (GR/O), ripido e trajetdria
(R/T), trajetéria trémulo (T/Tre), lento e trémulo (L/Tre), lento (L) e trémulo (Tre).
Presenca ¢ auséncia de cadeias bacterianas (C) e (NC), respectivamente. (A): formagao

de agregacgdo.
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A estirpe tipo BR11175” (Figura 7 j) apresentou a mesma caracterizagio
celular da estirpe BR9004, variando somente na forma celular, caracterizada
como bastio curvado. Os isolados que se agruparam a B{R11175T foram: UFLA
3,4,5,6,7,8,9, 10, 13 (Figura 7 k), 14, 16, 18, 19, 2(;, 28,30,31,41e71. A
BR11340" (Figura 7 I) apresentou forma de bastio, formagio de cadeia,
movimento giratério lento e largura celular variando de 0,787 a 0,848 um. Os
isolados que se agruparam a esta estirpe foram: UFLA 124, 51, 62, 63, 64, 66
(Figura 7 m) e 67. Os isolados UFLA 11, 52, 54, 55, 56, 57, 58, 60, 61, 65, 68,
69 (Figura 7 n) e 70 (Figura 7 o) apresentaram forma de bastio pequeno,
movimento lento, formagdo de cadeia e ndo se agmparam: a nenhuma estirpe tipo
deste trabalho. ‘

As bactérias possuem dimensdes extremamente reduzidas, varidveis
interespécie e pouco intraespécie. A revelagdo dessa informagio é uma
ferramenta auxiliar em estudos de diversidade e caracteﬁéac;&o microbiana, pois
permite agrupar e conhecer a morfologia celular do mi.Lrorganismo estudado.
Essa informagdo tem sido pouco explorada nos trabalhos di? caracterizagio.
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4.4 Anilise de proteinas totais por eletroforese em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE)

Os perfis eletroforéticos de proteina total dos isolados de bactérias
diazotoficas encontra-se figura 8. Foi possivel unir os isolados que apresentaram
perfil protéico total semelhante em 8 grupos: grupo I constituido por UFLA 12,
23 e BR11080" (Azospirillum lipoferum); grupo II: BR11040" (Azospirillum
amazonense); grupo III: UFLA 7, 36, 14 e 71; grupo IV: UFLA 62, 63 e 64;
grupo V: UFLA 67 e 69; grupo VI: UFLA 1, 3,4, 5,6, 8,9, 10, 16, 18, 19, 21,
24, 26, 28, 30, 31 e 41. O grupo VII: UFLA 15, 27, 32, 33, 34, 35,42, 46,47 e
48 e, grupo VIII: BR1 10017 (Azospirilum brasilense) UFLA 20, 22, 29, 37, 38,
39, 40, 43, 44, 45, 49 e 72. Nio foi possivel o agrupamento visual dos isolados
UFLA 11, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 65, 66, 68 ¢ 70 pois, o
perfil protéico de alguns nédo foi revelado no gel. Os isolados UFLA 13,17 e 25
ndo foram agrupados visualmente com os demais.

Os perfis eletroforéticos dos representantes dos grupos dos isolados de
bactérias diazotréficas e o dendrograma de similaridade podem ser visualizados
na figura 9.

Os perfis de proteina total forma bastante diversos, sendo formados 18
grupos cm similaridade a 75%. No dendrograma de similaridade, verificou-se
que o isolado UFLA 5, oriundo do ecossistema Campo (4rea referéncia com
espécies gramindides e arbustivas sem alteragdo antrépica) e UFLA 13, do
ecossistema Serra (reabilitado com espécies arboreas nativas, sub-bosque
desenvolvido e adicdo de serapilheira), foram 77% similares. 4. irakense e
UFLA 42, isolado do ecossistema Serra (reabilitado com bracatinga e sob
processo de sucessio lento), foram agrupados ao nivel de 68% de similaridade.
A 60% de similaridade os representantes BR11040" e UFLA 2 (isolada do
ecossistema Campo reabilitado com braquidria e guandu) foram agrupados,

assim como UFLA 69 (isolada do ecossistema Campo reabilitado com
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braquidria e guandu) e UFLA 71 (isolada do ecossistema Serra reabilitado com
braquidria, espécies arboreas e guandu). UFLA 52 isolada do ecossistema Serra
(reabilitado com bracatinga e sob processo de sucessio lento), UFLA 25
(reabilitado com capim gordura, guandu e espécies nativas), BR11175" e UFLA
1 (isolada do ecossistema Campo reabilitado com braquiaria e guandu) foram
agrupadas ao nivel de 65% de similaridade. As estirpes BR11340", BR110017,
BR11080" e os representantes dos grupos protéicos (Figura 9), UFLA 17, 20 e
63 e, a estirpe BR9004" foram as que apresentaram a maior dissimilaridade em

relagdo aos demais.
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Figura 8 Perfis de proteina celular total de isolados de bactérias diazotréficas

obtidos por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE).
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Grupo protéico VIII

Figura 8 Perfis de proteina celular total de isolados de bactérias diazotréficas
obtidos por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE).
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FIGURA 9 Dendrograma de similaridade construido de acordo com o perfil

protéico total dos isolados bactérias diazotréficas e as estirpes tipo.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A maioria dos isolados diferiu significativamente, tanto na
caracterizago morfologica cultural, tolerincia ao cloreto de sodio e
caracterizagdo morfologica celular e proteina total, das estirpes tipo das espécies
cujo crescimento é relatado como sendo favorecido nos njeios utilizados (NFb,
JNFb e Fam). Assim, pode se afirmar que estes meios penpitem o isolamento de
outras espécies diazotroficas associativas, o que ja foi verificado anteriormente
(Magalhiies & Débereiner, 1984; Baldani, 1996). A alta dissimilaridade, destes
isolados com relagdo as espécies descritas, indica que eljes podem representar
novas espécies. '

Neste trabalho nenhum dos 72 isolados se assemelhou com Azospirillum
amazonense, porém no iicio dos experimentos de isolamento muitos isolados
com caracteristicas culturais semelhantes a esta espécie-tiiao foram observados.
Com posteriores repicagens estes isolados fora perdiclos? pois esta espécie é
muito sensivel & estresses (pH do meio de cultura, temperatura de crescimento,
etc.).

De modo geral, houve correlagio entre os grupos formados pelo perfil
protéico total e grupos obtidos pela caracterizagdo morfologica celular. As
excegdes sO foram observadas para os grupos formados pelas BR 11080 e BR
10001.

A diversidade fenotipica (cultural e protéica) encontrada para bactérias
diazotroficas associativas nas areas em processo de reabilitagio, apés a
mineragdo da bauxita, pode ser considerada intrinseca, e pode ser atribuida ao
processo utilizado para a recuperagio da drea, e/ou externa. O armazenamento
do solo fértil, antes do inicio da atividade de minerac;a‘?o; pode ter contribuido
para a sobrevivéncia das bactérias diazotréficas. Assim, com a posterior
utilizagdo deste substrato na recomposi¢io da area degraﬁada e a revegetacdo
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com capim-gordura, azevém e braquidria houve favorecimento da sobrevivéncia
e multiplicagdo das bactérias diazotréficas. A diversidade das bactérias
estudadas também pode ser atribuida 3 utilizagio de sementes de gramineas, que
podem ter servido de veiculo (fonte extema) para a disseminagio dessas

espécies, nas areas em processo de reabilitacdo.

6 CONCLUSOES

Houve relagio entre os grupamentoé fenotipicos de perfil protéico total e
caracterizagdo morfologica celular.

Os meios de cultivo Fam e JNFb considerados especifico para
Azospirilum amazonense e Herbaspirillum sp. também detectam outras espécies.

Os isolados de bactérias diazotroficas, oriundas de areas de mineragéio
de bauxita reabilitadas, apresentam alta diversidade fenotipica e podem
representar novas espécies.
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ANEXO A

1A
2A

Composicéo dos meios de cultura

Protocolo para proteina total SDS-PAGE.......cceeuveecsrsnnserns
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1A. COMPOSICAO DOS MEIOS DE CULTURA

NEb (Dobereiner et al., 1980) JNEDb (Baldani et al., 1992)
Acido MAlS0 s 5 g | Acido malico..........covvvmvernenee... 5g
KoHPOy. oo G| BeHRO covvonsrssdsbsmsmsivmmassess 0,6 g
Mg 804, THrO .vimiiaiie 0.2 2 | KHoPOy..icoinimamminisnaiiai 1.8¢g
NaClisuammanmmniinaiig 0,1 g| Mg SO4. THp0..cevvvenieirricreens 02¢g
CaCl.2H;0...cvveiriieerrenene 0,028 IMACL . cvmmsmmmsminssimssosh 0,1g
Solugdo de micronutrientes” ...2 mL | CaCl.2HO.ouueeeveeeeeerennn.. 0,02 g
Azul de bromotimol (0,5% em 0,2N [ Solugio de micronutrientes” .....2 mL
NAOH)....ceoeiierireereerinrnreeenes 2mL
Solugédo de vitaminas¥*............. ImL | Azul de bromotimol (0,5% em 0,2N
MNAOH) i 2 mL
Fe EDTA solugdo (1,64%)...... 4mL [Fe EDTA solugéo (1,64%).........4mL
1 ([ SR—————" 4,5 g de KOH | Solugio de vitaminas*................ ImL
Completar para 1000mL pH 5,8 .........completar paral 000mL
1,75 g de dgar p/ meio semi-sélido | 1,75 g de agar p/ meio semi-sélido

Meio Batata (Doberemer etiall; i Observat;ﬁo"'»

[1995) 2 - R
200g batata cozu:la em SOOmLH;;O Fl]trar 0 ca[do da barata cozida.
Acido MANCO..... v 2,5g | Misturar as quantidades de acido
Agleat Stk cosinsuunsgses 2,5g | mélico e agticar em 50 mL de dgua
Solugdo de micronutrientes ”....2,0 mL | destilada e ajustar o pH para 6,5-
Solugdo de vitaminas*................. ImL |7.0. Adicionar ao filtrado essa
pH 6,5-7,0.....completar para 1000 mL 50.10950 € 35 solugdes de vitamina e

micronutrientes

Fam (Magalhdes, 1983) - T
AT O s e e e S i i S mar s s mssn s RS S5g
KH2P04 ..................................................................................................... 1,8 24
KgHPO.j ..................................................................................................... 0.5 g
Mg SOy THO: oo s s s s isnssnassbasansosenmatar 02¢g
CaCl2.2H0...ce ittt 0,02 ¢
TN s cvomsmumsssncnssnsosvimmmnesasins smssesiaas R EYRN AR R AN RS KA RSO Y BRI ST SO 0,1 g
Fe EDTA SolcAQ (1.6490) s mnasiammiveivmsi 4mL
Solugdo de VItamMINAS™.......covcirievieeiiirieieiieeieereiessessessesnerseesseesseessesssssseas ImL
Solugo de MICroNULIENtes” ..........oevvveeevereveeeeiseseseseseseeeesseseseesesenes 2mL
Completar para 1000 mL
pH 6,0
B — 1,75 g/L
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* Solugfo de vitaminas

25 (5] 511 - IRRRIRC RO PITVERPet. | SR 10 mg
PYTIORIAA 5 crusucissnsmsiasonsionssy b diionsonsichetis st aidriab bt s S i 20 mg
AgUA BSIETTL i 100mL

Observagio: Dissolver em banho maria e manter em geladeira
# ~ . »
Solugiio de micronutrientes

CUSOi1. SHO oo eveese s eseseeesseeeesee s eseeeseeesseeseesens 0,04 g
ZnS0y: TH O vnvnunuminamnsssissssinvmmsisismmmitoamiaimmsmonis 1,20 g
H;BO;. .......................................................................................................... 1,4 g
NazMOoOy. ZHoO. et sssrr s e rn s e sn e s s snne e s rna s 10g
NSO HaOiwwmivmsvsiisivmmsssvivisisinsiis siisisss i i oty e sveaassnn 1,175 g

Observagio: Completar o volume para 1000 mL com agua destilada

2A PROTOCOLO PARA ANALISE DE PROTEINA TOTAL POR
ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMINDA (SDS-PAGE)
DE BACTERIAS GRAM-NEGATIVAS (Utilizado no Laboratério de
Microbiologia da Universidade de Ghent, Bélgica)

1.1) EXTRACAO DE PROTEINAS

1) Multiplicar a bactéria em meio sélido adequado para o cultivo da espécie, a
28° c, para verificagdo de pureza.

2)

a) Repicar colonias isoladas para meio TY solido (pode ser agar inclinado) duas
vezes sucessivas.

b) Inocular colénias isoladas em meio TY liquido (50 mL), a 28° C (bactérias de
crescimento rdpido por 48h e as de crescimento lento por 72 h.), sob agitagido
constante (120 rpm).

3) Centrifugar a 10000 rpm por 10 min., a 4° C,
4) Descartar o sobrenadante.

5) Lavar as células através de ressuspensio do ‘pellet’ em 30 mL de tampdo
NaPBS e submeté-las a nova centrifugagio.

6) Descartar o sobrenadante e repitir a lavagem por mais duas vezes.

65



7) Pesar, para cada isolado, as células em um Eppendorf limpo. O peso timido
das células deve ser de 70 mg.

8) Adicionar 0,9 mL do tampdo de tratamento da amostra (STB sem SDS) e
misturar com Vortex.

9) Adicionar 0,1 mL de solugdo SDS (dodecil sulfato de sddio) 20% e misturar
com o Vortex.

10) Aquecer a mistura a 95°C por 10-15 min, esfriar e centrifugar a 10000 rpm
por 8 min.

11) Verter o sobrenadante (extrato de proteina) em dois tubos Eppendorf limpos.
A parte menor, para uso didrio, ¢ armazenada a -20°C e a parte maior, para
armazenamento mais longo, a - 80°C, por até trés anos.

Obs.: Entre os passos 9 e 10 a suspensdo bacteriana resfriada pode ser tratada
por ultra-som (sonda com ponta tipo agulha - 127 mm, 4mm didmetro), durante
5 segundos, posi¢@o “low”, maximo de 50 W.

1.2) PREPARACAO DO GEL DE SDS-PAGE NAS PLACAS (modificado
de Laemmli, 1970).

A) Preparacio do gel de separaciio de concentragio 12%

1) Misturar em um ernemayer limpo:

H;0 (bidestilada) .......ceevceeeiierrerreernssresnsseeseesessneessessetesesmeeseseessesssesans 13,4 mL
1.5M Tris-HCI, pH 8,8 (tampdo do gel de separagdo) .........coeeveueeuceueennnnenn. 10 mL
Bis-Acrilamida (30% T; 2,67%C) (solugiio de mondmeros) ........cccceuenue.. 16 mL

2) Aquecer a mistura acima aproximadamente & 19°C por aproximadamente 3
min.

3)Adicionar na mistura aquecida:

R 0,4 mL
TEIED . e rsprosormrasini Sienmmessmsondsabn il bl i 20 uL
ONELLY,; SiOlp 10%4 (APE Y ssossessoossssosssaice dossissstbbiniions i mseuaseiasisinisstiit 0,14 mL

(pH da solugdo de APS recém preparada (fresca 1 hora no maximo) deve estar
entre 5-6).
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4) Misturar bem (agitando o frasco, erlenmeyer, que contém a solugéo do gel) e
verter 28ml da solug@io imediatamente entre as placas de vidro. O nivel de gel de
separagéo deve ser aproximadamente 12,6 cm da base.

5) Colocar o conjunto submerso em banho-maria a 19° C,

6) Cobrir com 2ml de isobutanol saturado com &gua para manter a condigdo de
anaerobiose e obter uma superficie plana. ’

7) Deixar polimerizar no banho-maria por 1h & 20° C. Apés 1 hora descartar o
isobutanol, lavar a superficie do gel com bastante agua bidestilada e cobrir com
1,6 mL de tampdo do gel de separagéo (diluido 1:4) contendo 0,1% de SDS.

8) Proceder a polimerizagio por 24 h (ou s6 durante a nonte) em temperatura
ambiente (& 20°C).

B) Preparagiio do gel de empilhamento (concentragio) a 5% (pelo menos 1
hora antes de “carregar”o gel).

1) Descartar o liquido sobrenadante e lavar com 4gua bidestilada, remover o
excesso do liquido, virando as placas de cabega para baixé para escoar.

2) Misturar os seguintes componentes em frasco: |

H,O (bidestilada) . ‘ 5,7mL
0,5 M Tris HCI (pH 6.8) (tamp&o do gel empxlhamento) ............................. 2,5mL
Bis-Acrilamida (30%T, 2.67%C) solu¢io de mondmeros .......c.oececceverrersens 1,7mL

3) Aquecer a mistura até, aproximadamente, 19°C por 3 min. em banho maria

4) Adicionar os seguinte componentes na mistura:

SDS10%..... R N ernnn0,1mL
P15 121 0 W A 10 uL
(NHy) 25508 10% (APS) evoevroeeroeoeees oo S 0,05ml

(pH da solugéio de APS preparada fresca deveriam estar entre 5-6).
Misturar bem com um bastéo de vidro. |

5) Antes de colocar a solugio do gel de empilhamento na superficie do gel de
separagdo, lave a superficie com alguns mL da solugdo do gel de empilhamento.

6) Aplicar a solugéo do gel de empilhamento (concentraz;ﬁo) em cima do gel de
separag@io polimerizado a temperatura ambiente. !
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7) Inserir o pente entre as placas para formar de 15 ou 20 aberturas (pogos).
8) Deixar polimerizar 4 temperatura ambiente por aproximadamente 30 min.

9) Remover o pente e preencher as aberturas (pogos) com o tampdo de
empilhamento (1:4) contendo 0,1% de SDS, e apés enxaguar 2x com &gua
bidestilada, esperar 30 min.

10) Aplicar as amostras de protefna extraida, encher as aberturas (pogos) com
tampdo de corrida recém preparado, e a seguir, lava-lo duas vezes com a mesma
solugdo.

C) Eletroforese de proteina solubilizada com SDS

1) Marcar as aberturas com os niimeros desejados e aplicar o extrato de proteina
em cada uma das aberturas (pogos) usando uma micropipeta. O volume a ser
aplicado € em microlitros ¢ depende da concentragdo do extrato de proteina.

2) O volume final em cada pogo ¢ ajustado a 15uL (com tampdo de tratamento

da amostra contendo 0.001% de azul de Bromofenol-linha de corrida). No caso

de um extrato de proteina muito diluido, nfio deve ser aplicado um volume
maior. Preencher os pogos com tampéo de corrida.

1. Prender o reservatério superior em cima das placas e remover a parte de
baixo(prenda bem os parafusos).

2. Imergir as placas de gel na cuba cheia com tamp#io de corrida Tris Glicina
(néio mais velho que 7 dias). Ligue o banho térmico a 15°C, verifique se as
mangueiras néo estdo dobradas.

3. Colocar vagarosamente tampé@o de corrida (tris-glicina SDS) fresco no
reservatdrio superior e verifique se no h& vazamento.

4. Ligar a comente a 5.5 MA para cada placa (correspondendo a
aproximadamente 18 volts) e deixar correr a corrente constante até que a
linha de corrida alcance um nivel de aproximadamente 9.5 cm do topo do
gel de separagéio (comprimento total do gel de separagfio: aproximadamente
12,6 cm; comprimento total de gel de separagiio + gel empilhador / (fundo
de aberturas): aproximadamente 14 cm).

5. Desligar a corrente e tirar as placas da cuba.

6. Remover os grampos que seguram o gel, retirar os espagadores e inserir uma
espitula de pléstico plana para soltar as placas de vidro. Nunca use um
objeto de metal pois, lascard as placas de vidro. Retirar o gel de
empilhamento deixando permanecer o gel de separag#io. Fazer a marca de
inicio da aplicagfio das amostras e colocar o gel na solugfio de coloragéo .
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7. Apds 12 horas retirar o gel da solucdo de coloragdo e colocar na solugéio de
descoloragdo (revelagdo), trocando a solugdo caso precise. Quando as
bandas eletroforéticas estiverem nitidas e o resto do gel transparente, passar
para a solugdo de fixagdo e armazenar sob refrigeracdo.

8. Quando for secar o gel, se ele estiver com o tamanho adequado, deve-se
coloca-lo na solugdo secante por aproximadamente 1 hora. Colocar um
bastidor e uma folha de papel celofane umedecido em dgua destilada. Acima
do papel umedecido colocar o gel e novamente outra folha de celofane
umedecido formando um sanduiche. Fechar o bastidor e esticar o papel
deixando-o secar. Caso o gel ndo estiver no tamanho adequado, deixa-lo em
agua destilada por meia hora, antes de coloca-lo na solugdo secante.

D) Meios de cultura e solugdes utilizados no protocolo para anilise de
proteina total por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) de
bactérias Gram-Negativas

Meio de cultura TY. _ . . i :
TTYPLONA. ettt et e e e se s s e e s s snans
Extrato de IEVEAUTra. ..oy

HQ:destiladaaninmsmsine i oo

pH 6,8-7,8

Observacio: Solugio CaCl, (autoclavar em frasco individual) 20g CaCl, .2 H,O
em 100mL H,O. No momento da inoculagio, acrescentar 0,25mL
para cada 50ml de meio de cultura (TY).

' Tampio de lavagem das células (NaPBS) i iy
NayHPO4. 12H70 0,2M.ccciiceee ettt cciesesssseesaesne s ssseessnesessssssnnssnnns
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Tampiio de tratamento da amostra (TTA)

MercaptOBtal. .. s imdatinbsmii b s e sn s ot R s s i 5mL
L 1Tt | e e e e S e I S0 = SIS W (N 10mL
THEHE sl b i s s st 0,75 ¢
iz L8 0] (3 5| s T ROt o S L UL RN completar para 100mL
PHIGE st s e e P e estocar a-18°C

Observacgdo: (0,75 g Tris + 50 mL de agua destilada + 3,45 mL 1,72 N HCI
ajuste o pH para 6,8). Depois de adicionar o mercaptoetanol + 10
mL de glicerol e ajuste para 100 mL.

‘A -Tampio do gel de separacio  B-Tampdo gel de Empilhamento

T8 (1, SM)asimmanaming 18158 «Trisibasei(D SV ittt e lanes 6,0¢g
15 010 e completar para 100 mL H,0................... completar para 100 mL
pH 8. 8. inumnnainse estocar 4 4°C pH 6,8............ccceccvrerennnee. estocar a 4°C
Observacgio:

A- Pesar o Tris e adicionar 50mL de agua bidestilada + 24,2 mL de HCI 1,72 N.
Elevar o pH para 8,8¢ completar o volume restante com &gua bidestilada.
B- Pesar o Tris e adicionar 50mL de 4gua bidestilada + 29 mL de HCI] 1,72 N.
Elevar o pH para 6,8 e completar o volume restante com 4gua bidestilada.

E;Suluci’ao estoq e de SDS (10%) §q!i"‘ "o_estoque de APS (10%)_':'_'
| 10g SDS IOOmL H,0 destllada 0 lg A.PS ........... lmL HgO dest:ladla
Gel de scparaf;ao (paralgel) Gel de concentrac;aa (para 1 ge
!H;gO bldestliada ......................... 9, 6 mL H‘!O b:destlla ............................... 6 mL
Bis acrilamida...........cccovvennnee. 12,5 mL Bis acrilamida............cocuven..... 1,34 mL
Tris-HCI 1,5M pH:8,8.............. 7,5mL Tris-HCI 1,5M pH:8,8 2,5mL
SDS (10%0).eveeeeeeeeeeeeerreeereannee. 300l SDS (10%).ccueeereeerererereerereens 100pL
APS (10%)..ucereeieirieiricieesieisaens 15pL APS (10%).ccviiriciiciiieiieeannne. 50uL
TEMED.....ccootmenieriiresrerieeeienas ML, ERMED. . commmsamnmmmmsammsissin SpuL
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Tampio de Corrida (Tampao Tris-Glicina)

GlICINA. ettt st e s e e sae e e S5
SIS ettt a et a et e en e e beeneeneeneenes 4g
H,0 bidestilada.........ccccooveviriinieiiinerrecnce e completar para 4000 mL

pH 8,59 4 19°C

Observacgdo: Preparar minutos antes de comegar a eletroforese.

isplucAvde Monomeros BT . i

.Acrilamic'i.:.i .................................................................................................. 29.2¢g
Bis-aCrilamida.........ccceeiiiieriiiiiieietnennee et e s aes 0,8g
H,0 bidestilada completar para 100 mL..................... filtrar e armazenar a 4° C

Observagio: Imediatamente apds dissolver os compostos em dgua (processos
endotérmico), o volume ¢ ajustado e a solugdo devera sempre
permanecer gelada.

Solugiio estoque de SDS (20%): 20 g de SDS e completar o volume para
100mL com agua destilada. Estocar a temperatura ambiente (Ndo colocar na
geladeira).

Volumes de STB e SDS para a preparo do extrato de célula (1/20 dilui¢iio):
_Peso de células umidas em mg  STB (sem SDS)em mL. SDS 20% em mL

70 0,9 0,1

Revelacgiio de proteinas totais:

_*Solucio de coloracio ~ *Splugdo fixadora i
Metanol........ccovvevvvveeveeeennne, 400mL. Metanol...coviitam 450mL
a0 (L SO |, | I 71 R | N 100mL
Coomassie Blue R250.............. 0,5 g H,O destilada...........ocoueeveennne... 1000mL
H,0 destilada...................... 1000mL
*Solucio descolorante __ *Soluc¢iio secante oy
Metanol......coccuverervreerverenneens 400mL  Metanol.......cccccvvveiveriinereeeenennn, 650mL
Ac. ACRUCO....v.vvererrerererenn, TOML: (GHEIO] sl S5mL
H,0 destilada......................1000mL H,O destilada...........ocvvrerren.... 1000mL
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