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Resumo — O objetivo deste trabal ho foi avaliar adiversidade dapopul agéo de Gluconacetobacter diazotrophicus
oriunda de cultivares de cana-de-aglcar (Saccharum spp.) de diferentes regifes e bancos de germoplasma.
O estudo foi realizado com 123 isolados, obtidos de folhas, colmos e raizes de 80 espécies e hibridos de cana-de-
acUcar, procedentes de diferentes paises e manti dos em colec6es de germoplasmanos Estados daBahiae Rio de
Janeiro. Foram utilizados cinco isolados obtidos de plantas de café (Coffea arabica), dois de abacaxi (Ananas
comosus) e um de Pennisetum purpureum e mais 10 estirpes com padrdes el etroforéticos distintos, apds 0 uso
de enzimas comuns do metabolismo microbiano (MLEE). O agrupamento obtido por meio da técnica de
imunoadsor¢do com enzima acoplada (ELISA) sugere que as variagles expressas pelos isolados ndo estdo
relacionadas com a espécie de planta, a variedade de cana-de-aclicar, a origem geogréfica, a parte da plantade
onde os isolados foram obtidos e 0 tempo de amostragem. Altas doses de nitrogénio levaram a diminuicdo da
diversidade de G diazotrophicus.

Termos paraindexacdo: ELISA, fixagdo biol 6gicade nitrogénio, bactérias endofiticas.

Diversity of Gluconacetobacter diazotrophicus isolated from sugarcane plants
cultivated in Brazil

Abstract — The objective of this study was to evaluate the diversity of Gluconacetobacter diazotrophicus
isolates from different sugarcane (Saccharum spp.) varieties. This study was developed using 123 strains from
the internal tissues of stems and roots, isolated from 80 species and hybrids of sugarcane, originated from
different countries and maintained in two germoplasm collections localized in Bahiaand Rio de Janeiro States.
Five isolates obtained from coffee plants (Coffea arabica), two from pineapple (Ananas comosus), one from
Pennisetum purpureum and 10 strains, which present different electrophoretic patterns, were used in the
comparison. Cluster analysis of enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) results suggested that variations
were not correlated with the plant species, sugarcane variety, geographic origin, partsof plants nor with sampling
time. High nitrogen doses lowered the diversity of G. diazotrophicus.

Index terms: ELISA, biological nitrogen fixation, endophytic bacteria.

Introducéo

Além de fixar nitrogénio atmosférico,
Gluconacetobacter diazotrophicus (Cavalcante &
Dobereiner, 1988) produz horménios de crescimento,
como o Acido Indol Acético (AlA) (Fuentes-Ramirez
et al., 1993), é tolerante a varios antibiéticos,
como estreptomicina, tetraciclina e rifampicina
(Muthukumarasamy et al., 2002), ampicilina,
erytromicinaeroxitromicina(Mowade & Bhattachayya,
2000, citado por Muthukumarasamy et a., 2002), e pos-
sui atividade antagonista a Xanthomonas albilineans

(Pifion et al., 2002) e ao fungo Colletotrichumfalcatum
(Muthukumarasamy et a., 2000). A diversidade genéti-
ca dessa bactéria diazotrofica, avaliada pelatécnicade
uso de enzimas comuns do metabolismo microbiano
(MLEE), foi baixa (Caballero-Mellado & Martinez-
Romero, 1994; Caballero-Mellado et al ., 1995).

A técnicade ELISA (enzymelinked immunosorbent
assay) tem sido amplamente utilizada em trabalhos de
ecologia microbiana na deteccdo tanto de viroses
(Lommel et al., 1982) quanto derizébio (Ribeiro, 1999).
Recentemente, Silva(1999) utilizou atécnicade ELISA
indireta no estudo da colonizacdo de bactérias
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diazotréficas em cana-de-aglcar e Reis Junior et al.
(2004) no estudo da diversidade destes microrganismos
colonizando espécies de Brachiaria spp.

Ribeiro (1999) utilizou atécnicade ELISA paraagru-
par isolados de rizébio de Caupi (Migha unguiculata)
daRegido Nordeste brasileira, tendo como parametro a
semelhanca com a estirpe padréo de Bradyrizobium.

Stephan et al. (1995), estudando polissacarideos
capsulares associados a superficie celular de
G. diazotrophicus, através da técnica de ELISA, veri-
ficaram que este microrganismo apresentava variagdo
na estrutura da parede celular, e propuseram a classifi-
cacdo em quatro grupos, com base napresenca de agU-
cares neutros. Assim distinguiram cdpsulas com fucose,
cpsulas ricas em manose, capsulas com ata relacéo
hexose/desoxiexose e capsulas com baixa relacao
hexose/desoxiexose. A sensibilidade datécnica, atesta-
da pela capacidade de distin¢&o de compostos da pare-
de celular, respalda seu uso no estudo de diversidade do
G. diazotrophicus.

O objetivo destetrabalho foi avaliar adiversidade da
populacdo de G. diazotrophicus oriunda de cultivares
de cana-de-aclicar (Saccharum spp.) de diferentes re-
giBes e bancos de germoplasma.

Material e M éodos

Foram testados 140 isolados e padrdes de
G diazotrophicus retirados de colonizagdo natural de
plantas de cana-de-acUcar, café, abacaxi e Pennisetum
purpureum, sendo 71 da parte aérea e 69 do sistema
radicular. Destes, 81 foram isolados de 50 variedades
de cana-de-acUicar, originarias de 15 paises e mantidas
no banco de germoplasma da Cooperativados Produto-
res de Acucar e Alcool do Estado de S&o Paulo
(Copersucar), localizado em Camamu, BA, e mais 42
isolados de 30 variedades de cana-de-agUcar proveni-
entes do banco de germoplasma da Empresa de Pes-
quisa Agropecuéria do Estado do Rio de Janeiro
(Pesagro), em Campos dos Goytacazes, RJ. Foram in-
cluidosaos 123 isolados de cana-de-agUcar, cinco isola-
dos de G. diazotrophicus retirados de plantas de café
e dois de abacaxi, cultivados no México (Tapia-
Hernandez et al., 2000; Fuentes-Ramirez et al., 2001),
e 10 estirpes dos diferentes padrdes el etrof oréticos ob-
tidos pelo uso de enzimas comuns do metabolismo
microbiano: PALS5, PAL3, PPE-4, PRJ2, PRJ14, PSP17,
PSP32, CFNE5S50 e CFNE 501, e PRCL.

Naredizacdo do ELISA indireto, foram utilizados anti-
soros contra as estirpes padrées PAL3 e PRJ2
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(Silva, 1999) e maistrés anti-soros produzidos contraa
estirpe PALS5, isolada de cana-de-agUcar (Cavalcante
& Dobereiner, 1988), PRCL, isolada de Pennisetum
purpureum (Reis et a., 1994), e UAP-Ac7, de abacaxi
(Tapia-Hernandez et a., 2000), conforme Reis et al.
(1997). Amostras de sangue dos coel hosforam col etadas
antes da primeiraimunizacdo (pré-imune) e apés ater-
ceira(parcial) eaoitavaimunizacdo (final). O anti-soro
foi posteriormente purificado utilizando colunas conten-
do Proteina A (Hi-Trap — BioRad), conforme
metodologia descrita por Reiset al. (1997).

A especificidade dos anticorpos produzidosfoi avali-
ada testando os anti-soros contra outras estirpes de mi-
crorganismos diazotroficos da propria espécie e de gé-
neros e espéci es de microrgani smos diazotréficos asso-
ciados & cana-de-agUcar crescidos no mesmo meio de
cultura SYP (Caballero-Mellado & Martinez-Romero,
1994) (Tabelal). Para tanto, os microrganismos-avo
foram colocados numa placa de ELISA, gjustados com
densidade 6ticacorrespondente a108 células mL-1. Uti-
lizou-se atécnicade ELISA indiretaem todos os ensai-
os de caracterizac&o dos anti corpos produzidos, seguin-
do o protocolo de Reis et a. (1997).

Osvalores de densidade 6ticaobtidos pelatécnicade
ELISA indiretadareatividade dosisolados com os anti-
soros produzidosforam transformados em porcentagem,
e seus valores relacionados com o controle positivo da
reacdo, ou segja, reacdo da estirpe que deu origem ao
SOro com seu respectivo soro, quefoi considerado 100%.
Osvalores transformados foram associados por meio
de andlise de agrupamento pelo programa NTSY S
(Rohlf, 2000), indice de Bray Curts e método pelaasso-
ciagdo média UPGMA (Método da Média Aritmética
N&o Ordenada).

Osisolados que apresentaram maior distanciade agru-
pamento narestividade imunol égicapelo testede ELISA
foram selecionados para amplificacdo génica com os
primersAD, L927Gj e L923Ga, espécie-especificos para
G diazotrophicus (Kirchhof et a., 1998), G johannae e
G azotocaptans (Fuentes-Ramirez et a., 2001), respec-
tivamente. Paraextracdo de DNA, foi utilizado o método
delisedcdinadas cdulas, conformeAudy et d. (1996).

Resultados e Discussao

As amostras pré-imune e parcial foram diluidas até
1:10.000 e verificou-se que todos os anti corpos produzi-
dos apresentaram aumento do reconhecimento dos anti-
soros com os isolados que lhes deram origem apés a
terceira imunizagdo. Estes resultados indicaram que
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estava ocorrendo producdo de anticorpos contra os
antigenos alvo, portanto foi dada continuidade as
inocul agdes.

Apos a sétima inoculagéo, realizou-se novamente o
teste de diluicdo visando verificar se a producdo de
anticorposjatinhaatingido val ores considerados 6timos,
aumentando o nimero de diluicdes até 1:20.000.
Em todos os casos, observou-se maior densidade otica
com o0 aumento do nimero deimunizagdes, porém estes
aumentos variaram entre os antigenos, provavelmente
por causa das diferencas na capacidade antigénica ou
darespostado animal, semelhante aosresultadosde Rels
et al. (1997) e Silva (1999).

A especificidade foi determinada por meio de testes
de reacdo cruzada contra bactérias diazotrdéficas de di-
Versos géneros e especies (Tabela 1). Inicialmente, fo-
ram testados os anti-soros brutos e, visando diminuir as
inespecificidades, foram novamente testados apds puri-
ficag@o em colunas contendo proteinaA.

Segundo Gray & Mansoor (1996), o pré-requisito
para o uso de métodos sorolégicos nos estudos de di-
versidade é ainformagao sobre aespecificidade do anti-
soro, avaliadaem relagdo ataxonomiaentre osorganis-
mos testados. Os anti-soros produzidos neste trabalho
foram especificos em relacdo as estirpes de
G. diazotrophicus testadas, e todas foram reconheci-
das, porém em intensidade variada (Figuras 1, 2 e 3).

Quando as estirpes do ensai o imunol égico foram usa-
das como antigeno para produgdo de anticorpos, obser-
Vou-se alta taxa de reagdo cruzada entre as estirpes
PAL3, PALS5 e PRJ2 (Figuras 1, 2 e 3). As maiores
variagOes foram observadas em relagdo aos anti-soros
UAP-Ac7 e PRC1, isolados de abacaxi e P. purpureum,
respectivamente, reconhecendo pouco os isolados da
mesma espécie provenientes de cana-de-agUcar.

As estirpes UAP-Ac7 e PRC1 apresentaram meno-
res valores de reacdo cruzada com os anti-soros produ-
zidos. O anti-soro PRCL1 foi 0 que apresentou menor
similaridade com osisolados de G. diazotrophicus, po-
rém esta estirpe € amais distante quando avaliada pela
andlise de polimorfismo de enzimas comuns do metabo-
lismo microbiano (Caballero-Mellado & Martinez-
Romero, 1994), podendo explicar o baixo reconhecimen-
to da estirpe PRC1 da mesma espécie, isolada de
P. purpureum, com os isolados de cana-de-agUcar. Este
anti-soro apresentou reacdo cruzada de 50% com a es-
tirpe M130 da espécie Burkholderia spp., sendo que
comportamento semelhante ja havia sido detectado por
Silva(1999), durante a caracterizacdo de soros produzi-
dos contra as estirpes PAL3 e PALS.

AsreagOes dos anti-soros PAL3 e PAL5 com 0siso-
lados testados est@o de acordo com os resultados de
Stephan et al. (1995), jaque, quando um isolado reagia

Tabela 1. Relagé@o das bactérias usadas nos testes de especificidade dos anticorpos produzidos contra Gluconacetobacter
diazotrophicus e seus respectivos dados ecol dgicos.

Estirpe® Espécie Local deisolamento Associacao Parte da planta
M130 T Burkholderia sp. Brasil Arroz Raiz

PPe8T B. tropica Brasil Cana-de-aglicar Raiz

Y2r Azospirillum amazonense Brasil Trigo Raiz

Sp7" A. brasilense Brasil Digitaria sp. Raiz

Sp59 A. lipoferum Brasil Trigo Raiz

HRC54 Herbaspirillum seropedicae Brasil Cana-de-aglicar Raiz

z677 H. seropedicae Brasil Arroz Raiz

M4T H. rubrisubalbicans Brasil Cana-de-agUcar Folhas
HCC103 H. rubrisubalbicans Brasil Cana-de-agUcar Colmo
PALS5 Gluconacetobacter diazotrophicus Brasil Cana-de-aglicar Colmos
PAL3 G. diazotrophicus Brasil Cana-de-aglicar Colmos
PRJ2T G. diazotrophicus Brasil Cana-de-aglicar Raizes
PPe4 G. diazotrophicus Brasil Cana-de-aglicar Raizes
PRC1 G diazotrophicus Brasil Penni setum pur pureum Colmos
UAP Ac7 G. diazotrophicus México Abacaxi Pseudocaule
LMG 1262t2" G pasteurianus -@ Cervga -®
LMG 15277 G hansenii -@ Vinagre -®
LMG 1261t17 G. aceti -@ Vinagre -®
ATCC 33424 Frateuria aurantia -2 -2 -®

(WT: estirpe tipo. @Desconhecido. (N&o-determinado.
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com o anti-soro PAL 3, 0 mesmo n&o ocorriacom o anti-
soro PALS5 e, quando era reconhecido por este Ultimo,
apresentavaniveisinsignificantes de reacéo com o anti-
soro PAL3.

Um maior nimero de isolados obtidos de variedades
de cana-de-agUcar provenientes da colegcdo de
germoplasmade Campos dos Goytacazes, RJ, foi reco-
nhecido pelo anti-soro PAL 3. Osisolados que reagiram
com o anti-soro PAL3 eram provenientes da parte aé-
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rea e das raizes. Stephan (1995) ndo encontrou esta
estirpe na parte aérea de cana-de-agUcar, sugerindo que
asimilaridade doslipopolissacarideos com polissacarideos
capsulares poderia gerar um estimulo de defesa do ve-
getal, impedindo o estabel ecimento dabactéria.

O anti-soro UAP-Ac7, produzido a partir deisolado
de G. diazotrophicus retirado de planta de abacaxi,
pareceu ser comum aos produzidos a partir de isolados
de cana-de-aglcar, jaquereconheceu amaioriadosisola

PALS5
PAL3
PRJ2
PPe-4
PRCI
UAP-Ac7
G. pasteur
G. aceti
Frateuria

G. hanseni

Isolados

Figura 1. Especificidade do soro produzido contraaestirpe padréo de Gluconacetobacter diazotrophicus,
PALS, isolada de cana-de-agUcar. Anti-soro primario e pré-imune sem purificagdo diluido 1:1000 (M) e
purificado 1:10 em PBS ([J), anticorpo secundario diluido 1:1000. Barras em cada coluna representam o

desvio-padréo damédia.
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Figura 2. Especificidade do soro produzido contraaestirpe padréo de Gluconacetobacter diazotrophicus,
PRCL, isoladadeP. purpureum. Anti-soro primério e pré-imune sem purificag&o diluido 1:1000 (M) e purifi-
cado 1:10 em PBS (0J), anticorpo secundario diluido 1:1000. Barras em cada col unarepresentam o desvio-

padrdo damédia.
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dos. Porém PRCL, isolado de P. purpureum, reconheceu
poucosisolados, confirmando os resultados de Caballero-
Mellado et a. (1995), que verificaram, mediante o uso de
MLEE, que este isolado era 0 mais distante.

A estirpe PAL3 é também considerada uma estirpe
rara (Caballero-Mellado & Martinez-Romero, 1994) e
0 reconhecimento dos isolados apenas pelo anti-soro
produzido contra esta estirpe foi determinante na for-
magdo dos pequenos grupos de isolados, que apresen-
taram maior distanciaem relagdo aos dois grandes gru-
pos, sendo que a maioria foi isolada da colecéo de
germoplasma de Camamu, BA (Figura 4). Estes resul-
tados e os altos valores de reacéo dos isolados de café
com anti-soros de estirpes de cana-de-aglicar demons-
tram que provavelmente ndo ha especificidade de hos-
pedeiro em relagdo a G. diazotrophicus.

Em dendrograma obtido a partir dos resultados de
porcentagem de reac&o pela técnica de ELISA em re-
lag@o ao controle positivo, dos 140 isolados de
G. diazotrophicus retirados da parte aérea e do siste-
ma radicular de variedades de cana-de-acUcar, foi ob-
servado aformagdo de dois grandes grupos, engloban-
do os padrfes da espécie e os isolados de café, abacaxi
e P. purpureum, que diferem a um nivel de 35%, e
12 isolados mais distantes, formando peguenos grupos
gue chegaram a 68% de diferenca (Figura4). Obser-
VOU-se que os isolados de diferentes variedades, espé-
cies e partes da planta de cana-de-agUcar, provenientes
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deinimeros paises, distribuem-se a eatoriamenteao lon-
go do dendrograma.

Houve um claro agrupamento em relacéo a colegdo
de germoplasma, indicando, pelatécnicade ELISA, que
0 ambiente apresentou maior influénciasobreadiversi-
dade da populacdo, ao passo que o efeito da espécie ou
variedade de cana-de-agUcar parece ndo ser claro (Fi-
gura5). Resultados semelhantes foram obtidos por Reis
Junior et al. (2004) estudando adiversidade deisolados
de Azospirillumspp. em associacdo com
Brachiaria spp. Neste caso a técnica de ELISA reve-
lou que o local do experimento teve grande influéncia
sobre a diversidade dos isolados. Estes resultados sdo
considerados comuns e esperados, pois caracteres
fenotipi cos que atuam como determinantes antigénicos,
como lipopolissacarideos e proteinas de membrana, so-
frem grandeinfluénciadefatoresambientais, como grau
de aeracdo, teores de ferro, e outros (Davies & Quirie,
1996).

Estes grupos, que diferem aum nivel de 35 % englo-
bando os isolados das diferentes colecdes de
germoplasma, podem estar relacionados a quantidade
denitrogénio (N) aplicado. O primeiro grupo é formado
pelamaioriadosisolados de variedades provenientes de
Camamu, BA, as quais receberam 82 kg halde N, no
momento do plantio, e 202 kg halde N adicionadosanu-
amente, em contraste com Campos dos Goytacazes,
RJ, cujas variedades ndo receberam nenhuma aduba-

N Y~ =~ 5 0= = .
2 22 29 38§ 8¢ ¢
A A A & A >SN B S
A~ % 3 § =
5 5 S ° <
© U
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Figura 3. Especificidade do soro produzido contraaestirpe padréo de Gluconacetobacter diazotrophicus,
UAP-Ac7, isoladade abacaxi. Anti-soro primario e pré-imune sem purificago diluido 1:1000 ( W) epurifica
do 1:10 em PBS (), anticorpo secundério diluido 1:1000. Barras em cada colunarepresentam o desvio-

padréo damédia.
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cao nitrogenada. Altas aplicacdes de fertilizantes
nitrogenadosjaforam sugeridas como responsaveispela
diminuic¢do do nimero populaciona de G. diazotrophicus
em variedades de cana-de-agUcar cultivadas no
México (Fuentes-Ramirez et al., 1999), india
(Muthukumarasamy et al., 1999), Filipinas (Gonzaez &
Barraquio, 2000) eBrasil (ReisJunior et al., 2000). Pos-
teriormentefoi observado queionsamdnioinibem o cul-
tivo deste organismo dentro dostecidos de cana-de-agU-
car (Muthukumarasamy et al., 2002). Caballero-Mellado
& Martinez-Romero (1994) e Caballero-Mellado et al.

(1995) consideram que afertilizagdo quimicapode limi-
tar a diversidade genética desta populagéo.

Em virtude davariabilidade observadanaidentifica-
¢do de G diazotrophicus pela técnica de ELISA, foi
proposto um estudo com primer espéci e-especifico vi-
sando confirmar que os isolados testados pertencem a
esta espécie. Todos osisolados sel ecionados amplifica-
ram com o iniciador espécie-especifico AD, de
G. diazotrophicus e ndo amplificaram com os primers
espécie-especificos nas duas novas espécies de
Gluconacetobacter, associadas a plantas de café cul-
tivado no México, indicando que de fato pertencem a
espécie G diazotrophicus.

Grupo [

Grupo 1II

WHL I T

Grupo 1II

— -

0,68 0,5 0,42

0,3 0,2

Figura 4. Dendrograma de disténcia dos isolados de Gluconacetobacter diazotrophicus obti-
dos de variedades de cana-de-aglicar mantidas nas colecfes de germoplasma de Campos dos
Goytacazes, RJ, ede Camamu, BA, e estirpes padrdes damesmaespécie, apartir do indice Bray
Curtse do método UPGMA.. Grupo | elll, Camamu, BA; Grupo |1, Campos dos Goytacazes, RJ.
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AR20-BA-P.Cuca
AF2-BA-P.Cuca
‘ACGL2-BA-A.C.Gra

Ac7

AR43-BA-CO740

PRIJ2
PALS

ACGL1-BA-A.C.Gra

PRCI1
38F-2-RJ-P.Cuca

ﬁﬂ ¢r|

38R-4-RJ-P.Cuca

.39F-2-RJ-A.C.Gra

12R-2-RJ-CO740

PAL3
12F-2-RJ-CO740

|
0,46 0,37

0,10

Figura 5. Dendrograma de disténcia dos isolados de Gluconacetobacter diazotrophicus obtidos
de variedades de cana-de-agUcar mantidas nas col egdes de germopl asma de Campos dos Goytacazes,
RJede Camamu, BA e estirpes padrdes damesmaespécie, apartir do indice Bray Curts e do método
UPGMA. Variedades P.Cuca: Pepe Cuca, originériade Cuba; CO740: CO740, indiaeA.C. Gra: Azul

CasaGrande, Peru.
Conclusbes

1. Doisgrandes grupos deisolados de Gluconacetobacter
diazotrophicus formaram-se com distancia de 35%
entre s, utilizando a reagdo imunol égica medida pela
técnicade ELISA indireto.

2. O agrupamento dos isolados ndo esta relacionado
com a espécie de planta, variedade de cana-de-agUcar,
parte da planta e origem da variedade.

3. Altas doses de nitrogénio levam a diminuicdo da
diversidade de G. diazotrophicus.

4. Todos os isolados testados pertencem a espécie
G. diazotrophicus.
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