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RESUMO

As gramineas, usadas comumente para reabilitacdo de areas degradadas,
podem formar associagfes 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
bioldgicos do solo, que incluem a fixacéo biolégica de N,. O presente estudo teve
como objetivo a caracterizacdo fenotipica de 72 isolados de bactérias
diazotroéficas associativas Gram-negativas, oriundos de areas sob diferentes
estratégias de reabilitacdo, apés a mineracdo da bauxita em Pocgos de Caldas
(MG), por meio da inoculagdo de amostras de solo nos meios de cultivo NFb,
Fam e JNFb. Estirpes tipo e referéncia de espécies de Azospirillum,
Herbaspirillum e Burkholderia foram usadas para comparacgao, uma vez que
sdo capazes de crescer nestes meios. O dendrograma de similaridade baseado
em sete caracteristicas culturais dos isolados em meio de cultivo GNA revelou
grande diversidade, sendo obtidos 50 grupos a 81 % de similaridade. A tolerancia
a NaCl em meio de cultivo batata/sacarose/acido malico variou de 0 a 50 g L1,
permitindo separar os isolados e estirpes tipo em cinco grupos. O diametro
celular variou de 0,61 a 1,21 um, e 13 isolados diferiram das estirpes tipo e
referéncia. Os padrdes de proteina total, obtidos por eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE), foram bastante diversos, possibilitando a formacéao
de 15 grupos com similaridade a 75 %. N&o houve relacdo entre os grupos
formados pelas varias caracteristicas estudadas, tampouco destes com as areas
de origem dos isolados. Os meios de cultivo Fam e JNFb detectaram, além das
espécies-alvo, outras néo identificadas. A alta dissimilaridade da maioria dos
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isolados em relacéo a estirpes tipo, principalmente com relacdo aos padrdes
eletroforéticos de proteina total, admite a possibilidade da presenca de novas
espécies entre eles.

Termos de indexacgdo: Herbaspirillum, Azospirillum, Burkholderia, proteina
celular total, NFb, Fam, JNFb.

SUMMARY: PHENOTYPIC CHARACTERIZATION AND DIVERSITY OF
DIAZOTROPHIC ASSOCIATIVE BACTERIA ISOLATED FROM
SOILS REHABILITATED AFTER BAUXITE MINING

Grass species, which are frequently used for rehabilitation of degraded areas, can
establish root associations with nitrogen fixing bacteria thus contributing to the ecosystem’s
sustainability. On the other hand, microbial diversity plays an important role in the resilience
of biological processes, including N, fixation. This study aimed at the phenotypic
characterization of 72 diazotrophic Gram-negative bacteria. Samples were isolated from
areas under different rehabilitation strategies after bauxite mining in Pocos de Caldas,
Minas Gerais, Brazil, and inoculated in NFb, Fam, and JNFb media. Type and reference
strains of Herbaspirillum, Azospirillum and Burkholderia species were used for comparison
as they are able to grow in such media. The similarity dendrogram based on seven cultural
characteristics of the isolates in GNA medium presented a great diversity, as 50 groups
were formed with 81 % similarity. NaCl tolerance in the potato/sucrose/acid malic medium
varied from 0 to 50 g Lt and allowed a separation of isolates and type strains into five groups.
Cell diameters varied from 0.61 to 1.21 pm, and 13 isolates were not similar to the type
strains. Fifteen groups with 75 % similarity were formed based on total proteins patterns
obtained by polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE). Neither was there any
relationship among groups based on the different characteristics, nor between these and the
areas of bacteria isolation. Fam and JNFb media detected the target species as well as
other unidentified ones. The high phenotypic dissimilarity among isolates and type strains,
mainly regarding total protein eletrophoresis profiles suggests that new species could be
present within these populations.

Index terms: Herbaspirillum, Azospirillum, Burkholderia, total cellular proteins, NFb, Fam,

JINFb.

INTRODUCAO

A fixacao bioldgica de nitrogénio (FBN) é mediada
por ampla gama de microrganismaos procariotos que
apresentam grande diversidade morfoldgica,
fisioldgica, genética, bioquimica e filogenética. Tal
diversidade garante ndo sé a resiliéncia da FBN nos
ecossistemas, como também a ocorréncia deste
processo nos mais diferentes habitats terrestres
(Moreira & Siqueira, 2002). Em geral, espécies de
bactérias diazotroficas associativas tém sido isoladas
de raizes e partes aéreas de gramineas de pastagem
e de gréos (Magalhdes & Ddbereiner, 1984; Baldani
etal., 1986; Dobereiner, 1992; Baldani, 1996; Dicello
etal., 1997, Eckertet al., 2001), de tubérculos (Balota
etal., 1997), cafeeiros (Santos et al., 2001) e fruteiras
(Magalhéaes & Dobereiner, 1984; Weber et al., 2001).

A contribuicdo da FBN associativa a nutricéo
vegetal néo é tdo significativa como a das simbioses
(e.g. rizébio e leguminosas), entretanto, se for considerada
a grande extensdo de terras recobertas por gramineas
e cereais, esta se torna importante, em termos globais.
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Conseqlentemente, estas associacdes podem ser
importantes nos sistemas de agricultura sustentavel
no Brasil (Baldani, 1996) e em sistemas perturbados
gue se encontram em estadios de reabilitacdo, uma
vez que o N é um nutriente escasso nesses
ecossistemas (Silva, 1994).

O conhecimento das condig¢des bioldgicas do solo
em termos de reabilitacdo é de grande interesse no
contexto ecofuncional de areas degradadas pela
mineracgdo (Siqueira et al., 1994), uma vez que a
diversidade e a atividade microbiana do solo
constituem fatores importantes na sustentabilidade
dos ecossistemas. A redug¢do da comunidade
microbiana, com eventual extin¢do de espécies de
microrganismos, pode acarretar ndo s6 a perda de
importantes func¢des do solo e de estirpes inoculantes
potenciais, mas também reduzir a habilidade dos
sistemas naturais de superar os estresses.

Apesar de sua grande importancia na manutengéo
da biosfera, estima-se que menos de 1 % dos
microrganismos existentes no planeta tenham sido
caracterizados e descritos. E importante ressaltar
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gue grande parte dos avanc¢os da biotecnologia
moderna e agricultura é atribuida a descobertas
recentes na area da biologia molecular de
microrganismos (Moreira & Siqueira, 2002).

A caracterizagdo e a identificacdo de bactérias
nédo sao feitas apenas com base em caracteres
morfologicos. Métodos genéticos, bioquimicos e
fisioldgicos séo utilizados com este propdésito (Ballows
et al., 1991). Padrdes eletroforéticos de proteinas
totais solubilizadas por SDS (dodecil sulfato de sédio)
para identificacdo de espécies bacterianas tém
fornecido informactes relevantes nos estudos de
caracterizacdo e taxonomia, pois a expresséo do
genoma microbiano resulta na sintese de
aproximadamente 2.000 moléculas de proteinas
(Jackman, 1985). A correlacdo entre resultados de
hibridizacdo DNA:DNA e do perfil eletroforético de
proteinas (Vandamme et al., 1997) tem sido
evidenciada. Este método permite, principalmente,
diferenciar estirpes e espécies (Rademaker &
Bruijin, 1997), sendo considerado uma ferramenta
util para o estudo da diversidade de microrganismos
em geral e tem sido aplicado no estudo de
diazotroficos simbidticos (Moreira et al., 1993;
Dupuy, etal., 1994, Lajudie et al., 1994). No entanto,
poucos trabalhos encontrados na literatura
utilizaram esta técnica para caracterizacdo de
bactérias associativas diazotréficas (Santos et al.,
2001). Além disso, ndo hé trabalhos na literatura
sobre caracterizagdo morfoldgica, bioquimica e
fisioldgica de bactérias diazotroficas associativas
isoladas de areas de mineracédo de bauxita.
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Ao avaliar a ocorréncia e diversidade de bactérias
diazotrdéficas associativas em areas de mineracéo de
bauxita sob diferentes estadios de reabilitacgao,
Melloni et al. (2004) verificaram densidades variando
de 6,0 x 108 células g soloa5,7 x 102 células g1 solo,
utilizando o meio de cultivo NFb semi-sélido. Com
os meios JNFb e Fam encontraram densidades de
3,6 x 103 células g1 a 2,1 x 103 células g1 de solo,
1,99 x 104 células g1 a 1,7 x 1083 células g de solo,
respectivamente.

O objetivo deste trabalho foi estudar a diversidade
de setenta e dois isolados de bactérias associativas,
obtidos destas culturas por caracterizagao fenotipica.

MATERIAL E METODOS

Os 72 isolados de bactérias diazotroficas
estudados, oriundos de amostras de horizonte
superficial de um Cambissolo distrofico, foram
coletados de dez areas da ALCOA Aluminio S/A,
localizadas em Pocos de Caldas (MG) (Quadro 1), e
descritos detalhadamente em Melloni et al. (2004).
O isolamento destas bactérias foi efetuado no
laboratério de Microbiologia do Solo/DCS/UFLA
(Melloni et al., 2004), utilizando meios de cultura
gue favorecem o crescimento de diferentes
diazotrdéficos: JNFb (Herbaspirillum spp.), NFb
(Azospirillum spp.) e Fam (Azospirillum amazonense),
cuja composicado se encontra em Dobereiner et al.
(1995) e Magalhdes et al. (1983).

Quadro 1. Areas e meios de cultivo de origem dos isolados de bactérias diazotroficas

Area em Pocos de Caldas

Isolado

Campo

Recém-minerado, coberto por braquiaria (Brachiaria decumbens) e

feijdo-guandu (Cajanus cajan)
Capim-azevém (Lolium multiflorum) e Eupathorium sp.
(Asteraceae)

Capim-gordura (Melinis minutiflora), em sucessao. 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 alteracgéo

antropica)

UFLA 1A, 2A 3A 288,298 308, 62C,
66C, 67C,69C
UFLA59¢C, 63¢€,64°C

UFLA 64, 328,338,348 358, 60C,
61¢C

UFLA 7A, 8A 9A 104, 368,54¢C, 55¢C,
56C,57C, 58¢C, 65¢, 68¢C, 70C

UFLA 4A,5A, 318

Serra

Recém-minerado. Coberto por capim-gordura, feijdo-guandu e

espécies arboreas nativas
Braquiaria, feijdo-guandu e espécies arbdreas nativas

Espécies arboreas nativas, sub-bosque desenvolvido, serapilheira

adicionada

Bracatinga e vegetacéo rasteira e arbustiva, processo de sucesséo

Bracatinga e sub-bosque coberto por capim-gordura

UFLA 254, 264, 27 A, 488,49C, 50¢C

UFLA 20 A, 21 A, 22 A, 23A, 24 A, 44 B,
458,468,478, 71C, 72¢C
UFLA 11A, 12A, 13A, 14 A, 15A

UFLA 164, 174, 184, 19 A, 398, 40 B,
418,428,438, 51C 52C 53C
UFLA 378,388

Alsolado obtido no meio de cultivo semi-sélido JNFb; B Isolado obtido no meio de cultivo semi-sélido NFb; € Isolado obtido no meio

de cultivo semi-sélido Fam.
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Todos os isolados cresceram formando pelicula
tipica proxima a superficie do meio e foram capazes
de reducéo do acetileno, indicativa da presenca da
nitrogenase (Dilworth, 1966). Os isolados foram,
inicialmente, armazenados em meio de cultivo
batata sélido com vaselina liquidaa 2 °C. Em virtude
das perdas de viabilidade de vérias culturas no meio
de cultivo batata, os isolados foram novamente
caracterizados em meio de cultivo GNA e, a partir
de julho de 2001, foram armazenados neste meio a
2 °C e, posteriormente, também em GN liquido com
glicerol (1:1 V/V) a -80°C. Em todos os testes,
utilizaram-se para comparacéo sete estirpes tipo (7)
e referéncia: BR11080T (Azospirillum lipoferum),
BR113407 (Burkholderia brasilensis), KBC1T
(Azospirillum irakense), BR11175T (Herbaspirillum
seropedicae), BR11001T (Azospirillum brasilense) e
BR11040T (Azospirillum amazonense) e BR9004
(Burkholderia sp. isolada de nédulo de leguminosa
arbdrea). As estirpes de Burkholderia foram
incluidas para comparacao, pois foi relatado o
isolamento deste género em meio similar ao meio
JNFb utilizado neste estudo (Baldani, 1996).

Caracterizacdo em meio de cultivo GNA e teste
gram

Para a caracterizacéo cultural em meio de cultivo
GNA (caldo nutritivo Oxoid, 20 g L1, glicose, 5g L1,
4gar 15 g L1 e pH 6,8) das estirpes e isolados que
cresceram durante cinco dias a 27 °C, foram
utilizadas as seguintes caracteristicas culturais:
tempo, em dias, para o aparecimento das col6nias,
diametro médio das colénias (mm), producédo de
goma (muita ou pouca), coloracdo das coldnias
(branca, rosa, rosa-claro, creme, creme-escuro, creme
com centro escuro), consisténcia das colénias (mole,
consistente, dura), forma e eleva¢do de bordo
(circular, irregular, puntiforme elevada, convexa,
plana) e margem (inteira, ondeada, irregular).

Para o agrupamento das caracteristicas culturais
das bactérias, uma matriz binaria dos dados originais
(31 x 79) foi construida, compreendendo as variagoes
das caracteristicas dos setenta e dois isolados e das
sete estirpes tipo/referéncia. Para cada variacdo das
caracteristicas foram atribuidos os valores 1 ou O,
indicando presenca ou auséncia da caracteristica.
Os isolados e estirpes foram comparados com base
em suas semelhancas, estimadas pelo coeficiente de
Jacard, sendo 0 agrupamento destes realizado pelo
método UPGMA (average linkage clustering) (Everitt,
1993). O método baseia-se na distancia intergrupo,
gue é amédia das distancias pareadas dos membros
de dois grupos, que foram representados graficamente
por um dendrograma, obtido pelo programa NTSYS
- pc, versao 2,0 t. (Rohlf, 2002).

Para o teste de Gram, os isolados cresceram
durante cinco dias no meio de cultivo GNA sélido,
guando entéo retirou-se com uma alca de platina
uma porc¢éo das culturas para avaliagdo, segundo o
método de Bartholowew.
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Tolerancia de bactérias diazotroficas a
salinidade em meio de cultivo batata modificado

Estirpes e isolados de bactérias foram estudados
guanto a tolerancia a diferentes concentragdes de
NaCl em meio de cultivo batata s6lido (Dobereiner
et al., 1995). As estirpes e os isolados foram
inoculados em 50 mL de meio de cultivo batata
liguido e mantidos sob agitagao orbital a 105 rpm a
27 °C. Apos o crescimento destes por trés dias (sendo
este 0 tempo necessario para que atingissem a fase
logaritmica), uma aliquota de 1 mL de cultura de
cada estirpe/ isolado foi transferida para microtubo
de 1,5 mL esterilizado e centrifugada a 8.000 rpm,
a 25 °C, por 4 min. O sobrenadante foi descartado e
as células foram ressuspensas em 1 mL de solucéo
salina estéril (NaCl 5,5 g L'1) e centrifugadas
novamente, repetindo-se o processo de lavagem das
células por trés vezes. Este processo objetivou
remover os residuos do meio de cultura do indculo,
gue poderiam resultar num falso crescimento
positivo.

Em seguida, aliquotas de 0,1 mL dessas
suspensfes de bactérias foram inoculadas e
espalhadas com alca de Drigalsky em placas que
continham meio de cultivo batata, modificado por
adicdo de solugdes NaCl, com as seguintes
concentragdes finais: 0, 10, 20, 30,50e 80 g L'1. Os
tratamentos foram distribuidos ao acaso, com trés
repeticdes. Para avaliar a tolerancia das bactérias
ao NaCl, foi observada a presenca ou auséncia de
crescimento no meio de cultura, apos sete dias de
incubacgéo a 27 °C. Como n&o houve crescimento em
algumas concentrac6es, o procedimento de lavagem
das células para remoc¢éo de residuos do meio
revelou-se eficiente.

Caracteristicas celulares em microscépio 6tico

As estirpes e 0os 72 isolados de bactérias
diazotroéficas cresceram no meio de cultivo batata
semi - solido durante trés dias a 27 °C. Em seguida,
foi retirada uma aliquota de cada tubo para
montagem das laminas e observacéo em microscépio
marca Olympus modelo B-max-40-111 com sistema
de contraste de fase e aumento de 1.800 vezes. As
caracteristicas observadas foram: motilidade celular
(rapida, lenta, circular e trajetoria), forma da célula
(vibrido, bastonete e espirilos), formacé&o de cadeias
bacterianas (presenca e auséncia) e presenca de
granulos de poli-B-hidroxibutirato. A largura celular
de cada isolado foi aferida por meio de uma média
de largura de cinco bactérias.

Proteinas totais por eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE)

Apoés o crescimento das estirpes e isolados em
meio de cultivo GNA sdlido, inocularam-se colonias
isoladas em 50 mL de meio de cultivo liquido TY. O
crescimento se deu sob agita¢do constante de
120 rpm por quatro dias a 28 °C. Em seguida, 0 meio
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com cada cultura foi centrifugado a 12.000 rpm por
10 min a4 °C, o sobrenadante descartado e o “pelet”
formado ressuspenso em tamp&o NaPBS, repetindo-
se este processo por duas vezes, para lavagem das
células. Do “pelet” celular lavado, 70 mg foram
transferidos para microtubo, adicionando-se 0,9 mL
do tampédo da amostra (tampé&o de Laemmli) e
0,1 mL de dodecil sulfato de sddio (SDS) a 20 % para
solubilizacdo das proteinas. Esta mistura foi
aguecida em banho-maria a 95 °C por 10 min. As
amostras de proteinas solubilizadas foram
centrifugadas a 12.000 rpm por 10 min, a 4°C e
30 pL destas submetidos a eletroforese em gel de
poliacrilamida (PAGE) pelo método Laemmli (1970),
com modificagdes descritas por Jackman (1985).
Para eletroforese, utilizou-se um gel de sistema
descontinuo com concentracdo de poliacrilamida a
12 %, para o gel separador, e a 5 %, para o gel de
concentracao.

Uma matriz binaria dos dados originais foi
construida, compreendendo 13 cadeias polipep-
tidicas (bandas mais fortes) representativas dos
79 padrbes gerados. Para cada banda foram
atribuidos valores 1 ou 0, indicando presenca ou
auséncia da matriz. Os padrdes foram comparados
por seu grau de similaridade estimado pelo
coeficiente de Jacard (S;), agrupados pelo método
UPGMA (average linkage clustering) (Everitt, 1993)
e representados graficamente por um dendrograma
obtido pelo programa NTSYS-pc, versédo 1.8. (Slice
etal., 1994).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacdo em meio de cultivo GNA e teste
Gram

Todos os isolados apresentaram teste de Gram
negativo. Foram observadas diferengas fenotipicas
entre os isolados com relagdo a todas as caracteristicas
culturais avaliadas. A figura 1 mostra que a 81 %
de similaridade formaram-se 12 grupos,
compreendendo 38 isolados e duas estirpes. Os
isolados UFLA 2,5, 31, 6, 8 e 30 formaram o grupo A,
UFLA 10 e 19, o grupo B; UFLA 14, 26 e 18, o0 grupo
C; UFLA 62, 63, 64, 66, e 67, 0 grupo D; UFLA 12,
15, 23 e 17, o grupo E; UFLA 33 e 34, o grupo F;
UFLA 21,27 e 32,0grupo G. O grupo H foi formado
por UFLA 11,55, 56,68 e 70;0grupo I, por UFLA 57,
58, 59, 60 e 69; o J, pelas estirpes BR9004 e
BR11340T, e o grupo K, por UFLA 37, 39 e 53. Os
demais 34 isolados e cinco estirpes n&do se agruparam
e apresentaram alta dissimilaridade, indicando
maior variacao cultural entre estes e 0s demais.

Na figura 2, podem-se observar as caracteristicas
das colonias de isolados representativos dos
principais grupos e das estirpes tipo. N&ao foi
observada relacéo entre os grupos formados em meio
GNA e a area de origem dos isolados (Quadro 1),
uma vez que varios grupos continham isolados de
diferentes areas. Os grupos formados em meio de
cultivo GNA também né&o tiveram relacdo com os
grupos encontrados por Melloni et al. (2004) em meio
de cultivo batata.

— —-'\'—':{UFLA 14, 18, 26

— ———JurLA2 5, 31,
—L — |UFLA6.8 30
[ e ™ ———————UFLA 10,19

4|—_!—| =

~JUFLA 62, 64, 66,
{ UFLA 67, 63

L H{UFLA 12, 15, 23,17

il _i—: UFLA 33, 34
'_|_| —————————+ —— JUFLA21,27,32
— ————————[UFLA 11, 55, 58,

e} | t T UFLA 68, 70
¢+ JUFLA57,58,59

L' UFLA 60, 69

— —
e { L

———

{BR 9004, BR11340

—

_ [ . ———|_l 4‘4‘—{UFLA 37,39

0,22 0,61

0,81 1,0

COEFICIENTE

Figura 1. Dendrograma de similaridade construido de acordo com as caracteristicas culturais de bactérias
diazotréficas isoladas em amostras de solos de areas reabilitadas de mineracdo e as estirpes tipo
BR11001", BR11080", BR11040", BR9004, BR11340", BR11175", KBC1".
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Tolerancia de bactérias diazotréficas a
salinidade em meio de cultivo batata modificado

As concentracfes méaximas toleradas (CMT) por
isolado e estirpe de bactéria diazotrofica cultivados
em meio de cultivo batata, suplementado com
diferentes concentracdes de NaCl, encontram-se no
quadro 2. Estes foram separados em cinco grupos
com CMT variandode 0 a50 g L. Nenhum isolado
e estirpe cresceu em meio de cultivocom 80 g L1 de
NacCl.

Alguns grupos de isolados, obtidos com base na
similaridade de caracteristicas culturais,
relacionaram-se com 0s grupos de tolerancia ao
estresse salino. Os membros do grupo A, UFLA 5,
6, 8,30¢e 31 apresentaram CMT de 30 g L1 de NaCl,
com excecéo de UFLA 2 que teve CMT de 20 g L1
Todos os isolados do grupo B e C apresentaram CMT
de 30 g L1 de NaCl, com excecdo de UFLA 19. O
grupo D n&o tolerou nenhuma concentracéo de NacCl.
Ja o grupo E apresentou variagdes quanto a CMT:
UFLA 12 e 15 toleraram 20 g L1 de NaCl, UFLA 23,
30gLteUFLA 17,509 L1 Todos os isolados dos
grupos F e G tiveram CMT de 20 g L1 de NaCl, com
excecdo de UFLA 27. Os isolados do grupo H
apresentaram variacdes de tolerancia: UFLA 11,
30g Lt UFLA55,56¢e 70,10 g L?1e UFLA 68 néo
tolerou qualquer concentracéo de NaCl. Do grupo |,
UFLA 58, 59, 60 e 69 tiveram CMT de 10g L1 e
UFLA 57 néo tolerou qualquer estresse salino. Os
representantes do grupo J, BR9004 e BR11340T,
toleraram 20 g L1. Os isolados do grupo K também
variaram com relacdo a CMT: UFLA 37, 10g L1
UFLA 39, 30gL?! e UFLA53, 20g L1. Nao foi
observada relacdo de tolerancia a salinidade com a
origem (areas submetidas aos diferentes métodos de
reabilitacdo — Quadro 1) dos isolados.

Quadro 2. Concentragfes maximas toleradas (CMT)
de NaCl em meio de cultivo batata modificado
por estirpes e isolados de bactérias diazotro-

ficas
CMT Isolado/estirpe
gLt
0 UFLA 27, 50, 51, 52, 57, 61, 62, 63, 64, 65,
66, 67, 68
10 UFLA 37, 42, 54, 55, 56, 58, 59, 60, 69, 70,
BR11040T
20 UFLA 1, 2, 12, 15, 19, 20, 21, 22, 25, 29, 32,

33, 34, 36, 38, 40, 44, 46, 48, 53, 71, 72,
BR11080T, BR9004, BR11340T

30 UFLA 3, 4,5,6,7,38,9, 10, 11, 13, 14, 16,
18, 23, 24, 26, 28, 30, 31, 35, 39, 41, 43, 45,
47,49, BR11175T, BR110017

50 UFLA 17, KBC1T
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A espécie Azospirillum irakense (KBC1T), isolada
de raizes de arroz na regido subtropical do Iraque
(Khammas et al., 1989), é relatada como tolerante a
até 3 % de NaCl. No presente estudo, KBC1T tolerou
5% de NaCl. O isolado UFLA 17, oriundo da area
de Serra reabilitada com bracatinga e vegetacédo
rasteira e arbustiva em processo de sucesséo,
também apresentou a mesma tolerancia de KBC1T.
Foi relatado que a estirpe tipo de Burkholderia
brasilensis tolera até 1 % de NaCl em meio de cultivo
semi - s6lido especifico (Baldani, 1996), mas, neste
trabalho, esta tolerou 2 % de NaCl em meio batata
solido. A discrepancia entre os resultados deste e
de outros trabalhos provavelmente deveu-se a
utilizagdo de meios com composi¢des quimicas
distintas que podem tanto interferir na
disponibilidade do sal quanto favorecer o
crescimento das bactérias.

A tolerancia ao NacCl foi avaliada, visando ao
agrupamento fisioldgico dos isolados e também por
ser utilizada na caracterizacdo de espécies
bacterianas. Bactérias Gram-negativas apresentam
como componente principal da parede celular um
complexo de lipopolissacarideos, muito importante
tanto para a manutencdo da estabilidade da
membrana celular, quanto para o controle parcial
de entrada e saida de algumas substancias da célula
para o meio, ou vice-versa (Luderitz et al., 1982).

Estudos realizados por Jofré et al. (1998a,b)
evidenciaram que a capacidade de Azospirillum
brasilense (Gram-negativo) tolerar o estresse salino
pode estar associada a uma alteragdo na producao
de lipopolissacarideos, que confere diferengas
morfolégicas na parede celular do microssimbionte.
Essas diferencas foram evidenciadas pela
diminuicdo e até pelo desaparecimento da
membrana celular externa no tratamento com
300 mmol L1 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.

Vale ainda destacar que Bashan & Holguin (1997)
inferiram que, quanto maior for a capacidade de
Azospirillum em tolerar o estresse salino, maior sera
0 acumulo de solutos organicos e mais espessa sera
a camada de lipopolissacarideos envolvendo a
bactéria, fato este que pode ser estendido a outras
bactérias Gram-negativas como as aqui estudadas.
E interessante notar que os isolados que
apresentaram as menores col6nias (diametro
< 1,0 mm) e muito pouca producdo de goma em
relagdo aos demais, no meio sem NaCl, foram todos
néo tolerantes ou pouco tolerantes (CMT de O e
10g LY.

Caracteristicas celulares em microscoépio 6tico

A caracterizacdo celular dos isolados e estirpes
tipo encontram-se no quadro 3. Na figura 2,
encontram-se fotomicrografias das células de
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isolados representativos dos grupos formados e das
estirpes tipo e referéncia. A largura das células
variou de 0,61 a 1,21 um (Quadro 3). A presenca de
poli-B-hidroxibutirato somente péde ser detectada
nas células de forma vibri&do que apresentaram maior
didmetro. Nas demais, néo foi possivel visualizar
tais inclusdes, considerando o equipamento. A
estirpe tipo A. lipoferum BR11080T apresentou
forma de vibrido, ndo formou cadeias, teve inclusées
de poli-B-hidroxibutirato, motilidade giratéria rapida
e ondulatéria e largura celular variando de 1,18 a
1,20 pm.
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Os isolados que apresentaram as mesmas
caracteristicas desta estirpe foram: UFLA 2, 15, 22,
25,27, 29, 35, 37, 39, 43, 44, 45, e 48. A estirpe tipo
A. brasilense BR11001T apresentou caracteristicas
semelhantes as da estirpe tipo A. lipoferum
BR11080T, com excecdo da largura celular, que foi
de 0,95 a 0,98 um. Os isolados que se agruparam
com esta estirpe foram: UFLA 12, 34, 38, 40, 46, 53
e 72, que apresentaram largura celular de 0,95 a
1,09 pm. Osisolados UFLA 1, 32 e 42 apresentaram
forma de vibrido, granulos de poli-B-hidroxibutirato,
ndo formaram cadeias e tiveram motilidade rapida

Quadro 3. Caracteristicas em microscopio otico das células de isolados de bactérias diazotroficas em

meio de cultivo batata semi-sélido

Isolado Largura Forma® Motilidade(®) Isolado Largura Forma® Motilidade®
pm pum
UFLA1 0,94 Vibrido /NC GR/O UFLA40 0,99 Vibrido /NC GR/O
UFLA2 1,20 Vibrido /INC GR/O UFLA41 0,61 Bastonete /NC R/IT
UFLA3 0,61 Bastonete Cur/NC R/IT UFLA42 0,91 Vibrido /NC GR/O
UFLA4 0,61 Bastonete Cur/NC R/T UFLA43 1,18 Vibrido /NC GR/O
UFLAS5 0,61 Bastonete. Cur/NC R/IT UFLA44 1,18 Vibrido /INC GR/O
UFLAG6 0,61 Bastonete Cur/NC R/IT UFLA45 1,18 Vibrido /NC GR/O
UFLA7 0,61 Bastonete Cur/NC R/IT UFLA46 1,06 Vibrido /NC GR/O
UFLAS8 0,61 Bastonete Cur/NC R/T UFLA47 nd® - -
UFLA9 0,61 Bastonete Cur/NC R/IT UFLA48 1,21 Vibrido /C GR/O
UFLA10 0,61 Bastonete Cur/NC R/T UFLA49 nd® - -
UFLA11 0,91 Bastonete TIT UFLA50 nd® - -
UFLA12 0,99 Vibrido /NC GR/O UFLAS51 0,82 Bastonete C L/Tre
UFLA13 0,61 Bastonete Cur/NC R/T UFLA52 0,91 Bastonete C T
UFLA14 0,61 Bastonete Cur/NC RIT UFLA53 0,99 Vibrido /NC GR/O
UFLA15 1,20 Vibrido /NC GR/O UFLA54 0,91 Bastonete C/A L
UFLA16 0,61 Bastonete Cur/NC R/IT UFLA55 0,91 Bastonete C/A L
UFLA17 0,72 Bastonete T/Tre UFLA56 0,91 Bastonete C/A L
UFLA18 0,61 Bastonete Cur/NC R/IT UFLA57 0,91 Bastonete C/A L
UFLA19 0,61 Bastonete Cur/NC R/IT UFLA58 0,91 Bastonete C/A L
UFLA20 0,91 Vibrido /C GR/O UFLA59 nd® - -
UFLA21 nd®) - - UFLAG60 0,91 Bastonete C/A L
UFLA22 1,18 Vibrido /NC GR/O UFLAG61 0,91 Bastonete C/A L
UFLA23 nd® - - UFLAG62 0,88 Bastonete C/A L/Tre
UFLA24 0,88 Bastonete /C L/Tre UFLAG3 0,88 Bastonete C L/Tre
UFLA25 1,20 Vibrido /NC GR/O UFLAG64 0,88 Bastonete C L/Tre
UFLA26 0,61 Bastonete Cur/NC R/T UFLAG5 0,91 Bastonete C/A L
UFLA27 1,21 Vibrido /NC GR/O UFLAG6 0,85 Bastonete C L/Tre
UFLA28 0,61 Bastonete Cur/NC R/IT UFLAG67 0,89 Bastonete C/A L/Tre
UFLA29 1,18 Vibrido /INC GR/O UFLAG8 0,79 Bastonete C L/Tre
UFLA30 0,61 Bastonete Cur/NC R/IT UFLAG69 0,79 Bastonete C L/Tre
UFLA31 0,61 Bastonete Cur/NC R/T UFLA70 0,91 Bastonete C/A L
UFLA32 0,91 Vibridao /NC GR/O UFLA71 0,61 Bastonete Cur/NC R/IT
UFLA33 nd®) - - UFLA72 0,95 Vibrido /INC GR/O
UFLA34 1,09 Vibrido /NC GR/O BR 9004 0,61 Bastonete/NC R/IT
UFLA35 1,19 Vibrido /C GR/O BR11175T 0,61 Bastonete Cur/NC R/IT
UFLA36 0,61 Bastonete /C R/IT BR11080 T 1,20 Vibrido /NC GR/O
UFLA37 1,18 Vibrido /NC GR/O BR11040T 0,70 Vibrido /C GR/O
UFLA38 0,95 Vibrido /NC GR/O BR11001 T 0,98 Vibrido /NC GR/O
UFLA39 1,19 Vibrido /NC GR/O KBC1T 0,61 Vibrido /C GR/O
BR11340T 0,82 Bastonete C L/Tre

M Vibriao, bastonete curvo (Cur), bastonete curto (C) e bastonete. ® Caracteristicas observadas: giratéria rapida e ondulatéria (GR/
0), rapida e trajetoria (R/T), trajetoria trémula (T/Tre), lenta e trémula (L/Tre), lenta (L) e trémula (Tre). Presenga e auséncia de
cadeias bacterianas /(C) e /(NC), respectivamente. (A): formagao de agregagao. ) N&o determinado.
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CULTURA

BR 110017

BR 111757

BR 113407

UFLA 13

UFLA 69 UFLA 69

10 ym
Figura 2. Aspectos morfolégicos de coldnias e de células de estirpe tipo e isolados representativos dos
diferentes grupos encontrados em areas reabilitadas ap6s a mineracédo de bauxita em Pocos de Caldas.

classificada como giratdria e ondulatoria tipica do
género Azospirillum, com largura variando de 0,91
a 0,94 um, mas nao se agruparam com as estirpes
tipo deste género. O isolado UFLA 20 apresentou
formagao de uma estrutura em forma de cadeia sem
septos e extensa. As estirpes tipo A. irakense KBC17
e A. amazonense BR11040T apresentaram forma de
vibrido, poli-B-hidroxibutirato, cadeias, motilidade
giratéria ondulatoria rapida e largura celular de 0,61
e 0,70 um, respectivamente, ndo tendo nenhum
isolado se agrupado com estes. A estirpe
Burkholderia sp. BR9004 apresentou forma de
bastonete, ndo formou cadeia, teve motilidade
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classificada com trajetoria rapida e largura celular
de 0,61 um. O isolado que se assemelhou a ela foi 0
UFLA 36. A estirpe tipo H. seropedicae BR111757
apresentou caracteristicas semelhantes as da estirpe
tipo BR9004, variando somente na forma celular,
caracterizada como bastonete curvo com largura
celular 0,61 pm. Os isolados que se agruparam a
BR11175T foram: UFLA 3,4,5,6, 7, 8,9, 10, 13, 14,
16, 18, 19, 26, 28, 30, 31, 41 e 71. B. brasilensis
BR11340T apresentou forma de bastonete, formagéo
de cadeia, motilidade giratéria lenta/trémula, e
largura celular variando de 0,79 a 0,89 pm. Os
isolados que se agruparam a esta estirpe foram:
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UFLA 24, 51, 62, 63, 64, 66 e 67. Os isolados
UFLA 54, 55, 56, 57, 58, 60, 61, 65 e 70 tiveram
largura 0,91 pm, apresentaram forma de bastonete
curto que se agregavam e motilidade lenta. Os
isolados UFLA 68 e 69 tiveram 0,79 pum de largura
celular, forma de bastonete curto e motilidade lenta/
trémula. Os isolados UFLA 11, 17 e 52, que
apresentaram forma de bastonete pequeno e
motilidade trémula, ndo se agruparam com
nenhuma estirpe tipo e referéncia.

As bactérias apresentam dimensfes extremamente
reduzidas, que variam entre espécies e pouco
variaveis intra-espécies. Esta informagédo é uma
ferramenta auxiliar em estudos de diversidade e
caracterizacdo microbiana, pois permite agrupar e
conhecer melhor os microrganismos; além disso, o
diametro celular € uma caracteristica importante na
descricdo de novas espécies. Esta caracterizacédo
possibilitou discriminar os isolados em nove grupos
e quatro isolados distintos destes grupos, e estes
diferiram na largura celular em relacéo a estirpes
tipo e referéncia usados para comparacao.

Proteinas totais por eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE)

Foram formados oito grupos estirpes de padrao
protéico similar (Figura 3). Estes continham os
seguintes isolados/estirpes de acordo com No6brega
(2002): grupo | - UFLA 12, 23 e BR11080T (A.
lipoferum); grupo Il - BR11040T (A. amazonense);
grupo I1-UFLA 7,14,e71; grupo IV- UFLA 62, 63
e 64; grupo V- UFLA 67 e 69; grupo VI- UFLA 3, 4,
5,6,8,9,10, 16, 18,19, 21, 24, 26, 28, 30,31e41. O
grupo VII- UFLA 15, 27, 32, 33, 34, 35, 42, 46, 47 e
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48, e grupo VI11- BR11001T (A. brasilense), UFLA 1,
22,29,37,38,39,40,43,44,45,49 e 72. Jaosisolados
UFLA 13,17 e 25 n&o se agruparam com os demais.
O perfil protéico dos seguintes isolados néo foi
revelado no gel: 11, 36, 50, 51, 53, 54, 55, 56, 57, 58,
59, 60, 61, 65, 66, 68 e 70, indicando que 0 método
usado deve ser modificado para estes.

Verifica-se que UFLA 20 e BR11001T apresentaram
100 % de similaridade. Os isolados UFLA 19,
oriundos do ecossistema Serra, reabilitado com
bracatinga apresentando vegetacdo rasteira sob
processo de sucessdo, e UFLA 13, do ecossistema
Serra reabilitado com espécies arbdreas nativas, sub
- bosque desenvolvido e adic&o de serapilheira, foram
82 % similares a estirpe tipo BR111757. UFLA 52,
isolado do ecossistema Serra, reabilitado com
bracatinga e sob processo de sucessédo, e a BR11080T
se agruparam a 64 % de similaridade. UFLA 2,
isolado do ecossistema Campo, reabilitado com
braquiaria e guandu, e UFLA 42, isolado do
ecossistema Serra, reabilitado com bracatinga em
processo de sucesséo, foram agrupados a 60 % de
similaridade. As estirpes BR113407, BR11040T,
BR9004, KBC1Te os demais representantes dos grupos
protéicos, UFLA 17, 25, 63, 69 e 71, apresentaram
similaridade menor que 50 % em relag¢éo aos demais.

Nenhum dos 72 isolados se assemelhou com A.
amazonense, porém muitos isolados com
caracteristicas culturais semelhantes a esta espécie
foram obtidos, mas perdidos com as sucessivas
repicagens em meio de cultura batata.

O método de SDS-PAGE de proteinas totais tem
sido amplamente utilizado como “screenning” para
diversidade de rizobio. Varios autores (Moreira et
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Figura 3. Dendrograma de similaridade construido com base nos perfis protéicos dos representantes
dos isolados de bactérias diazotroficas e das estirpes tipo. SG: isolado sem grupo. G: isolado agrupado.
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al., 1993; Dupuy et al., 1994; Lajudie et al., 1994;
Moreira et al., 2000) que empregaram este método
identificaram novas espécies de rizébio. Além disso,
Vandamme et al. (1990), Kampfer, (1995) e
Vandamme et al. (1997) demonstraram haver alta
correlacdo entre resultados de hibridizagéo
DNA:DNA e do perfil eletroforético de proteinas.
Neste contexto, a alta dissimilaridade da maioria
dos isolados em relacéo a estirpes tipo e referéncia,
principalmente com relagdo aos padrdes
eletroforéticos de proteina total, admite a presenca
de novas espécies entre esses.

A maioria dos isolados apresentou diferengas em
suas caracteristicas culturais, tolerancia ao NacCl,
caracteristicas celulares e padrdes de proteina total,
em relacdo as estirpes tipo e referéncia das espécies
de bactérias diazotréficas associativas utilizadas
neste estudo, cujo crescimento é relatado como sendo
favorecido nos meios utilizados. Assim, corroborando
resultados de outros trabalhos (Magalhdes &
Ddébereiner, 1984; Baldani, 1996), verifica-se que 0s
meios NFb, Fam e INFb permitem o isolamento de
outras espécies diazotroficas associativas, além das
espécies alvo.

As bactérias diazotroficas associativas encontradas
nas areas em processo de reabilitacdo, apds a
mineragao da bauxita, podem ter sido introduzidas
por sementes das espécies plantadas ou por outros
agentes (e.g. vento, animais) que contribuiram para
a disseminacéo dos diazotroficos nestas areas.
Todavia, sua sobrevivéncia e multiplicacédo
dependeram de condigfes favoraveis do solo e da
nova vegetacdo. Caso estas bactérias sejam
componentes da populagédo nativa, elas foram
resilientes ao processo de mineracédo. Neste caso, €
possivel que o armazenamento do solo fértil, antes
do inicio da atividade de mineracdo, tenha
contribuido para a sobrevivéncia das bactérias
diazotrdéficas preexistentes.

Assim, com a posterior utilizagdo deste substrato
na recomposicdo da area degradada e a revegetacao
com capim - gordura, azevém e braquiaria, que séo
hospedeiros destes diazotroficos, houve favorecimento
da sua sobrevivéncia e multiplicagdo. De fato,
Melloni et al. (2004) relataram maiores densidades
de diazotroficos associativos nas areas reabilitadas
com gramineas. Portanto, a alta diversidade
encontrada nas areas, seja exdética seja nativa, revela
0 sucesso das préticas de reabilitagdo. Como estes
organismos sao mediadores da FBN, um processo
vital para os ecossistemas, eles podem estar
contribuindo para sua sustentabilidade.

CONCLUSOES

1. Os isolados de bactérias diazotrdéficas, oriundos
de areas de mineracdo de bauxita reabilitadas,
apresentaram alta diversidade fenotipica.
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2. N&o houve relacéo entre os grupos formados
pelas varias caracteristicas estudadas e nem destes
com as areas de origem dos isolados.

3. Os meios de cultivo NFb, Fam e JNFb que
favoreceram, respectivamente Azospirilum
lipoferum, A brasilense s, A amazonense e
Herbaspirillum spp., permitiram isolamento de
representantes de outras espécies.

4. A alta dissimilaridade da maioria dos isolados
em relagcdo a estirpes tipo, principalmente com
relacdo aos padrdes eletroforéticos de proteina total,
indicou a possibilidade da presenca de novas espécies
entre eles.
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