Isolamento de Gluconacetobacter spp. em diferentes tipos de solos
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Resumo — O objetivo deste trabalho foi 0 aprimoramento da técnica de imunocaptura para utilizagdo em amostras
de solo contendo altos teores de argila e sua aplicacdo no isolamento de estirpes de Gluconacetobacter
diazotrophicus a partir de amostras de solo cultivado com cana-de-agUcar e café. A técnica de imunocaptura foi
aplicada com sucesso no isolamento de bactérias de amostras de solo. A modificagdo do método de imunocaptura
comAl,(SO,), permitiu a sua aplicagdo em amostras de solo argiloso pela floculagdo da argila em suspenséo. Este
método mostrou-se efetivo no isolamento de G. diazotrophicus inoculada em amostras de solo arenoso e argiloso
aos cinco dias apés a inoculacdo. A sensibilidade maxima do método em isolar células de G. diazotrophicus
mediante cultura pura foi de 10° células mL-*. A modificac&o da técnica permitiu o isolamento de Gluconacetobacter
spp. de amostras de solo colhidas a 50 cm das raizes de plantas de café, mas ndo de amostras de solo colhidas a
mesma distancia de plantas de cana-de-agUcar.

Termos para indexacao: imunologia, ecologia, cana-de-agUcar, café, bactéria diazotréfica.

Isolation of Gluconacetobacter spp. in different soil types

Abstract — The objective of this work was to improve the immunocapture method for the application to soil
samples containing high levels of clay particles and to utilize it for the isolation of Gluconacetobacter
diazotrophicus strains from soil cultivated with sugarcane and coffee. The immunocapture technique was
applied successfully for isolation of bacterium from soil samples. The modified immunocapture technique with
Al(SO,), allowed the application of the method using clayed soil samples by the flocculation of the suspended
clay. It proved to be effective for isolation of G. diazotrophicus inoculated in sterile sandy and clay soils five
days after inoculation. The maximum sensitivity of the method to isolate G. diazotrophicus cells, using pure
culture, was 10° cells mL™. The modification of the technique allows the capture of Gluconacetobacter spp. from

soil samples near the coffee plants but not from sugarcane soils.

Index terms: immunology, ecology, sugarcane, coffee, diazotrophic bacterium.

Introducéo

O uso de meios de cultivo é a base para o isolamento
de bactérias, incluindo as diazotréficas. Meios de cultura
sem adicdo de nitrogénio e com baixo teor de agar
(chamados de semi-solido) separam de forma eficiente
as bactérias diazotroficas de outros microrganismos.
Vérias bactérias foram isoladas utilizando o método do
enriquecimento seletivo a partir da diluicdo e inoculagéo
das amostras nestes meios de cultivo.

Quando se trata de amostras de solo, algumas espécies
de bactérias sdo de dificil isolamento em virtude de
freqlientemente se apresentarem em nimero inferior ao
minimo para detecc¢do pela técnica ou pelo proprio estado
nutricional.

Um bom exemplo desta dificuldade refere-se a espécie
Gluconacetobacter diazotrophicus, que tem sido iso-

lada apenas de amostras de 6rgaos vegetativos de plan-
tas de cana-de-agucar (Cavalcante & Ddbereiner, 1988;
Reis et al., 1994), café (Jimenéz-Salgado et al., 1997),
abacaxi (Tapia-Hernandez et al., 2000), Pennisetum
purpureum (Reis et al., 1994), insetos como as
cochonilhas, que sugam a seiva de cana-de-agucar
(Franke et al., 1999), batata-doce (Paula et al., 1993) e
outros cereais como Eleusine coracana (Loganathan
et al., 1999). Entretanto, utilizando métodos classicos de
isolamento com meio semi-sélido, a bactéria ndo tem
sido isolada de amostras de solos, mesmo de solo
rizosférico de plantas hospedeiras (Reis et al., 1994).
Além disso, em ensaios de inoculacdo, a sobrevivéncia
no solo é muito baixa ou mesmo nula (Baldani et al.,
1997). Apenas em amostras de café, foi possivel o
isolamento de estirpes presentes em solo da rizos-
fera, que pode ter pequenos fragmentos de raizes
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(Jimenez-Salgado et al., 1997). Estudos de inoculagéo
usando solo natural ou autoclavado mostraram que essa
espécie ndo era capaz de ser detectada apos dois dias
de inoculacdo (Baldani et al., 1997).

Anticorpos podem ser usados para o isolamento de
microrganismos. A técnica de imunocaptura de bactérias
foi desenvolvida por Mavingui et al. (1990) para o
isolamento de Paenibacillus polymyxa de amostras de
solo de rizosfera de trigo. Esta técnica consiste no uso
de microplacas de poliestireno contendo 96 pocos, como
as usadas para a técnica de ELISA (Enzyme linked
immunosorbent assay). As placas sdo cobertas com soro
contra a bactéria de interesse, seguida da adicdo da
amostra de solo. Apds algumas etapas de incubacgéo e
lavagem, a ligagdo anticorpo-bactéria € quebrada pela
adicdo de KCI 0,1 M. Os autores observaram que 0
numero populacional de P. polymyxa no solo, sem a pre-
senca das raizes, era menor que 0,1% do nimero total
de individuos. Com a aplicagdo de técnica de
imunocaptura, a porcentagem de isolamento de
P. polymyxa aumentou de 10% para 20% do total de
isolados, obtendo-se 130 novos isolados a partir de amos-
tras de solo sob rotacéo de milho, trigo e Brassica napus
L. (Mavingui et al., 1992). Para aumentar o nimero de
estirpes isoladas de Pseudomonas corrugata, a técnica
de imunocaptura foi desenvolvida em conjunto com a
utilizacdo de meio de cultivo semi-seletivo para essa
espécie (Achouak et al., 2000). A diversidade de
P. corrugata foi maior no solo onde havia a rotagéo de
milho com trigo do que em solos cultivados com milho
durante 23 anos.

O método de imunocaptura tem como vantagem a
rapidez de obtencdo da estirpe, ja que 0 soro captura a
espécie de interesse e ndo as contaminantes, desde que
seja espécie-especifico. Desta forma, uma série de pas-
sos de purificacao sdo eliminados, podendo-se alcancar
uma economia de trés semanas, no caso da purificacdo
de G. diazotrophicus, mostrando a eficiéncia de isola-
mento por esta técnica, em relagdo as tradicionais, utili-
zando meio de cultivo.

Reis Junior (1998) usou a técnica de imunocaptura
com algumas modificacdes para o isolamento de
G. diazotrophicus de quatro amostras de raizes de plantas
de cana-de-aglcar da variedade SP 701143
desenvolvida no campo. Com 0 uso da técnica, trés
isolados foram obtidos das quatro amostras avaliadas,
a0 passo que, por meio do método tradicional (meio de
cultivo semi-sélido sem N), ndo foi possivel o isolamento
desta espécie. Lebuhn et al. (2000) utilizaram esta
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técnica modificada — uso de tampdo glicina para
separagdo da bactéria acoplada ao soro — e isolaram
estirpes de Ochrobactrum sp. de amostras de trigo
desenvolvido em diferentes tipos de solo.

Outra técnica imunoldgica aplicada na captura de
isolados bacterianos presentes no ambiente refere-se
ao uso de particulas magnéticas cobertas com o soro de
interesse. O método baseia-se na informacdo de que
um tipo de célula pode ser selecionado de uma mistura
heterogénea de células bacterianas pela atracao
especifica produzida pelo anticorpo e a célula alvo.
Os granulos de metal sdo atraidos para um magneto,
permitindo a lavagem e separacdo desses granulos (Dye,
1994). Christensen et al. (1992) utilizaram esta técnica
para recuperar bactérias redutoras de sulfato de
amostras de 6leo e dgua do mar. Han & New (1998)
adaptaram essa técnica magnética para o isolamento
de estirpes de Azospirillum a partir de amostras de solo.

O objetivo deste trabalho foi aplicar a técnica de
imunocaptura para o isolamento da espécie
G. diazotrophicus a partir de amostras de solo de dife-
rentes areas de cultivo de cana-de-agUcar situadas no
Estado do Rio de Janeiro e Sdo Paulo e de amostras de
solo cultivado com café.

Material e Métodos

Soro policlonal contra a estirpe padrdo PRJ2T (As-
PRJ2) de G. diazotrophicus foi obtido por meio da
imunizag&o de coelhos Nova Zelandia de dois meses de
idade. A estirpe foi obtida da Colecdo de Bactérias
Diazotréficas da Embrapa Agrobiologia (ne BR 11200).
Células intactas foram usadas para imunizacéo apds o
desenvolvimento em 50 mL de meio Dygs contendo, em
g L1 glucose, 2,0; peptona, 1,5; extrato de levedura, 2,0;
K,HPOy,, 0,5; MgS0O,4.7H,0, 0,5; e acido glutamico, 1,5,
pH 6,0 e desenvolvidas por 12 horas. A suspensao celular
foi centrifugada a 3.500 g e 0 sobrenadante descartado.
O precipitado foi ressuspendido em 2 mL de NaCl (1%)
apos a inativacdo das células em agua fervente por
90 minutos (células mortas). A imunizacdo foi
subcuténea, usando 100 mL da suspenséo injetada em
oito pontos diferentes do corpo do coelho e injecGes
subseqiientes no musculo da coxa do coelho foram
repetidas aos 14, 21, 28, 42 e 47 dias, sendo entdo feita
a pulsdo cardiaca para obtencdo de 50 mL de sangue
(Reis et al., 2000). O plasma foi transferido para tubos
Eppendorf, centrifugados a 4°C por 10 minutos a
10.000 g para remover as particulas sélidas presentes,
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como hemaceas. Depois dessa etapa, apenas o
sobrenadante foi recolhido, transferido para hovos tubos
Eppendorf, onde sofreu tratamento térmico a 56°C por
30 minutos a fim de inativar as proteinas do sistema
complemento. Ao final, aliquotas de 1 mL do soro foram
transferidas para frascos de vidro estéreis e
armazenadas a -20°C.

O imunoensaio de ELISA indireto foi utilizado para o
titulo, caracterizacdo de reagdes cruzadas e nimero
minimo de células necessario para a detecg¢do. O soro
foi testado contra diversas estirpes de bactérias
diazotréficas, conforme descrito por Schloter et al.
(1997), utilizando placas de poliestireno contendo 96 po-
¢os (Hemobag, Brasil). Foram utilizadas trés repetigdes
por estirpe e o ensaio, repetido trés vezes. As estirpes
testadas foram: G. diazotrophicus (PRJ2, PPE4, PAL5T
e PAL3), G. johannae (CFN-cf55T, CFN-cf50,
CFN-cf51 e CFN-cf52), G. azotocaptans (CFN-ca97
e CFN-cf58) — novas espécies de Gluconacetobacter
descritas por Fuentez-Ramirez et al. (2001) -,
Herbaspirillum seropedicae (Z677 e HRC80),
H. rubrisubalbicans (M4T), Burkholderia sp. (M130,
M212 e ERA32), B. tropica (PPE8T), Azospirillum
amazonense (Y6 e CBAMC) e A. brasilense (Sp31
e Sp245). Todas as estirpes cresceram em meio Dygs
liqguido por 12 horas a 30°C. As células foram
centrifugadas a 10.000 g por 5 minutos e ressuspendidas
em tampdo carbonato-bicarbonato. A suspenséo celu-
lar foi ajustada para DOsgy = 1,0 contendo
108 células mL1.

A técnica de imunocaptura consistiu da utilizacao de
placas de ELISA cobertas com 200 pL de solucdo de
proteina A— 1 mg, diluida em tampé&o carbonato-bicar-
bonato (80 mL de NaHCO3 0,2 M e 100 mL de Na,COs3
0,2 M, 1:50 p/v) —, mantidas na geladeira (4°C) por uma
noite (16-18 horas). A seguir, as placas foram lavadas
com tampéo PBS pH 7,2 contendo 0,05% de Tween 20
e 0,5% de albumina bovina (solucéo de lavagem). De-
pois da lavagem, adicionaram-se 200 puL do anticorpo
As-PRJ2 diluido 1:1.000 (v/v) (ap6s teste de dilui¢do do
anticorpo secundario) em PBS 1:10 (v/v) e procedeu-
se a incubacdo por uma hora a 37°C, mantendo-se a
placa sob suave agitacdo (aproximadamente 60 rpm),
utilizando mesa rotativa propria para placas de ELISA.
A lavagem foi realizada por mais duas vezes, utilizando
a solugéo descrita. A seguir, foram aplicados 200 pL de
suspensdo de solo em cada pogo e a placa incubada a
37°C durante 2 horas. A partir desse estagio, todo o

procedimento € realizado em ambiente estéril, utilizando
capela de fluxo laminar. As placas foram lavadas cinco
vezes, utilizando a solugdo de lavagem filtrada em filtro
Millipore (0,2 um). Para realizar a digest&o do anticorpo,
visando a separagdo da bactéria, foram aplicados 200 pL
de papaina diluida 1:50 (p/v) em tampao papaina prepa-
rado com 2,6 mL da solugdo A (cisteina 50 mM) e 2,6 mL
da solucéo B (NaEDTA 10 mM), volume final comple-
tado para 50 mL com agua estéril e pH ajustado para 6,2.
A placa foi incubada por uma hora sob baixa agitacéo.
A seguir, o contetido de cada pogo foi adicionadoa 5 mL
de meio de cultivo semi-sélido LGI-P, descrito por Reis
et al. (1994) e semi-seletivo, para o isolamento de
G. diazotrophicus, utilizando quatro repeti¢fes (50 pL
por vidro).

O procedimento de preparo da amostra com sulfato
de aluminio foi aplicado a partir de 200 g de solo coleta-
do de areas plantadas com cana-de-agUcar e café.
As amostras foram colhidas a 20 cm de profundidade e
em dois locais, a 50 cm e a 3 m de distancia das plantas,
sendo as amostras mais distantes usadas para avaliar a
populacdo sem a influéncia da raiz. As coletas foram
realizadas na Estacdo Experimental da Embrapa
Agrobiologia em Seropédica, RJ, e na Copersucar (Co-
operativa dos Produtores de Cana, Aclcar e Alcool do
Estado de Sdo Paulo), em Piracicaba e Jau, SP.
Os residuos de plantas foram removidos antes da cole-
ta das amostras. Também foi feita a coleta de amostras
de café plantado no campus da Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ.
As caracteristicas fisicas dos solos avaliados estdo des-
critas na Tabela 1.

Cada amostra de solo contendo 10 g de solo foi
peneirada e pedagos de raizes foram retirados com o
auxilio de uma pinca. Dos 10 g coletados, 5 g foram
separados e misturados em 45 mL de agua destilada
estéril. A seguir, adicionou-se 0,5 g de resina Chelex 100
e 0,5 g de polietilenoglicol PEG 6.000 e a mistura foi
mantida sob agitacdo a 150 rpm a 4°C durante
30 minutos. Esta suspenséo foi filtrada em filtro Melitta
ne 103. Para remover parte da argila, utilizaram-se 5 mg
de AIl,(SOy4)3. A mistura ficou descansando por
30 minutos a temperatura ambiente e o material floculado
(15 mL) foi filtrado em filtro Millipore de 5 pm.
O material foi centrifugado a 10.000 g a 10°C, durante
10 minutos. O material precipitado foi ressuspendido em
1 mL de tampdo PBS e adicionado aos pocos da
microplaca para o procedimento da imunocaptura.
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Para determinar a sensibilidade do método, a estirpe
PRJ2 foi inoculada em meio SYP liquido (Caballero-
Mellado & Martinez-Romero, 1994), incubada por 18 horas
e a concentracdo final de células foi ajustada para
DOg436 = 0,9. Esta absorbéncia resulta em aproxima-
damente 2,8-3,3x108 células mL-1. Uma diluigdo serial
(1/10) da concentracéo final de células foi efetuada, até
a concentracdo de 2,8-3,3x10 células mL-1 e, de cada
diluigdo, foi retirado 1 mL, entdo adicionado a 5 g de
solo Oxisol de Jat e uma amostra do Planossolo (hori-
zonte A) coletado em Seropédica, peneirados e esteri-
lizados duas vezes em autoclave, com intervalos de 24 horas
entre cada autoclavagem. Os frascos contendo a mis-
tura de solo e bactéria foram incubados a temperatura
ambiente e a técnica de imunocaptura foi aplicada para
isolar a bactéria durante cinco dias consecutivos.

Um novo ensaio foi realizado para avaliar a
recuperacgdo de células de G. diazotrophicus inoculadas
em diferentes tipos de textura de solo. Duas amostras
dos solos apresentadas na Tabela 1 foram utilizadas —
uma de solo argiloso coletado em Ja (amostra 3) e outra
de solo arenoso coletado em Seropédica, RJ (amostra
11). O solo foi limpo para retirar pedacos de raizes e
residuos vegetais e autoclavado duas vezes em intervalos
de 24 horas. Copos de plastico de 15 mL foram usados
para a inoculagdo, conforme descrito (mesma densidade
Gtica) e o solo foi testado com adicdo de 1% de glicose
(de acordo com o peso do solo seco), visando manter as
células vidveis. Os copos de plastico foram preenchidos
com 20 g de cada amostra de solo com trés repetices
para cada dia de avaliacdo. A inoculacgdo foi realizada
com quantidades decrescentes de células (2,8-3,3x108,
106, 105, 104, 108, 102 células mL-1), mantidas a
temperatura ambiente, sendo a umidade controlada
durante todo o ensaio. O controle recebeu apenas agua
destilada estéril. O isolamento da estirpe PRJ2 foi feito
por meio do método de imunocaptura descrito.

Os isolados obtidos das amostras de solo avaliadas
foram caracterizados utilizando a técnica de ELISA in-
direto, de acordo com Schloter et al. (1997), utilizando o
anticorpo As-PRJ2 para indicar se o isolados pertenci-
am ao género Gluconacetobacter spp. Embora ndo
possamos afirmar a espécie do isolado com apenas este
método, a caracterizagdo morfoldgica também foi reali-
zada, utilizando meio de cultivo semi-sélido e solido, con-
forme descrito por Reis et al. (1994). Cada isolado foi
desenvolvido em meio Dygs por 18 horas, e as células
foram coletadas por centrifugagéo (10.000 g por 10 mi-
nutos), descartado o sobrenadante e o precipitado
ressuspendido em tampéo carbonato-bicarbonato com
a DOy36=0,9.

Resultados e Discussao

O soro As-PRJ2 apresentou reagdo cruzada contra
outros géneros em valores menores que 45% (Figura 1).
O soro As-PRJ2 compartilhou cerca de 41% dos
determinantes antigénicos (epitopos) com a estirpe M212
e 31% com a estirpe ERA32, ambas caracterizadas como
Burkholderia sp., além de 34% com Azospirillum
amazonense estirpe CBAMC e 21% com a estirpe Y6'.
Contra outras estirpes pertencentes ao género
Gluconacetobacter — G. johannae e G. azotocaptans
(Fuentes-Ramirez et al., 2001) —, foi observado pelo me-
nos 35% de reagBes cruzadas, e contra os isolados de
G. johannae (CFN-cf50, CFN-cf51, CFN-cf52 e CFN-
cf53), foi obtido mais que 100% de reagdo cruzada, com
excegdo do isolado CFN-ca54, que obteve valores inferio-
res a 10% (Figura 2).

Antes da aplicacdo de Aly(SOy4)s, ndo era possivel
obter uma amostra limpa, sem particulas de argila em
suspensdo, mesmo com a passagem da solucéao de solo
pelo filtro de 5 um. Essa argila em suspensao impedia
que 0 soro atraisse a bactéria para uma acoplagem perfeita

Tabela 1. Analise granulométrica dos solos usados para imunocaptura®.

Local Cultura Tipo de solo Amostra Areia Silte Argila Textura
Jaa, SP Cana-de-agucar LVE 1 848 32 120 Argiloso
LVE 2 840 32 128 Argiloso
LR 3 466 134 400 Barro-argiloso
LVE 4 314 206 480 Barro
TRE 5 832 28 140 Argiloso
LVA 6 720 110 130 Argiloso
Piracicaba, SP Cana-de- agtcar LVE 7 770 100 120 Argiloso
LVE 8 700 90 210 Argiloso
LVE 9 700 90 210 Argiloso
LVE 10 720 100 180 Argiloso
Seropédica, RJ Cana-de-agucar e café Argissolo 11 800 20 180 Argiloso

(Mvalores em g kg'l; LVE: Latossolo Vermelho-Escuro; LR: Latossolo Roxo; TRE: Terra Roxa Estruturada; LVA: Latossolo Vermelho-Amarelo.
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e muitas células eram perdidas durante o processo de
lavagem (solo inoculado). Desta forma, a técnica ndo
funcionou em amostras com elevados teores de argila e
apenas em solos de texturas arenosas era possivel usar
0 procedimento sem a etapa de aplica¢do do sulfato de
aluminio. Depois da adicdo do agente floculante
(Alx(SO,)3), foi possivel detectar células até a diluigdo
de 108 células mL-1, utilizando solo de Jau e Seropédica.
Nos dois solos, foi possivel a captura e o isolamento da
bactéria inoculada durante os cinco dias de ensaio; prin-
cipalmente na presenca de glicose, o isolamento foi pos-
sivel com até 100 células por copinho (Tabela 2).
De acordo com Kennedy (1999), a populacéo total de
bactérias no solo pode variar de 10% a 10° células g!
de solo. Li & MacRae (1992) quantificaram a popula-
cdo de G. diazotrophicus na rizosfera como de
2,3-5,7x106 células g1 de solo seco. Entretanto, quan-
do estes autores tentaram quantificar a populacdo de
G. diazotrophicus presente no solo, usando o método
de ELISA, esses numeros ficaram abaixo do limite de
deteccdo. Usando o método do nimero mais provavel e
0 meio de cultivo contendo sacarose e extrato de leve-
dura (pH 6,5), descrito por Li & MacRae (1991), a po-
pulacdo estimada para amostras de solo foi de 2,0x102
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Reacdo cruzada (%)

até 1,8x10% células g de solo seco. O método de
imunocaptura apresentado estende o limite de detec¢édo
até 1.000 células g-* de solo, indice superior ao obtido
quando utilizado meio de cultivo, que pode variar de 100
a 1.000 células g* de solo, dependendo da bactéria.
A vantagem do procedimento imunoldgico é o isolamento
direto da bactéria alvo ou mesmo do género, de acordo
com a qualidade do anticorpo.

Entretanto, mesmo depois da adi¢do de aluminio em
uma das etapas da técnica de imunocaptura, ndo foi
possivel obter isolados de Gluconacetobacter dos solos
plantados com cana-de-acUcar. Uma das caracteristicas
descritas das bactérias endofiticas é a baixa
sobrevivéncia no solo e isto, provavelmente, é um fator
que previne o isolamento de G. diazotrophicus de
solos cultivados com cana-de-agucar em condicdes
tropicais. Outro fator pode ser a incapacidade de
G. diazotrophicus de competir por fontes de carbono
fora do tecido vegetal, como j& descrito por Reis (1991).
Este comportamento foi observado inoculando-se
G. diazotrophicus com outra espécie de bactéria
(competidor —taxon ndo identificado) em meio de cultivo.
A bactéria diazotroéfica tinha que exceder em 100 vezes
a populacdo da outra bactéria, para continuar a ser

O T T T |I I|I I|
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Sp245
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767
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Figura 1. Reacéo cruzada entre o anticorpo As-PRJ2 contra estirpes de bactérias diazotréficas utilizando o imunoensaio de
ELISA (% de reacdo cruzada comparada a estirpe PRJ2 usada na imunizag&o). Segundo conjugado acoplado a peroxidase e
diluido 1:1.000 e tempo de reacgdo da enzima com o substrato de 20 minutos. Estirpes testadas: G. diazotrophicus (PRJ2, PAL5,
PAL3, PPE4), Herbaspirillum rubrisubalbicans (M4), H. seropedicae (267, HRC80), Burkholderia spp. (M130, M212, ERA32,
PPES), Azospirillum amazonense (CBAMC, Y6) e A. brasilense (Sp31, Sp245).
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detectada nos procedimentos de isolamento. QOutra
explicacdo para a dificuldade de isolar
G. diazotrophicus de amostras de solo pode ser o limite
de deteccéo de 1.000 células g1 de solo, freqiientemente
superior a sua populacao, conforme Li & MacRae
(1991). Outro fator refere-se a superficie celular, que
pode ser alterada de acordo com as condicdes de solo,
sofrendo modifica¢cfes que poderiam afetar o
reconhecimento do soro, desenvolvido a partir de
bactérias desenvolvidas em meio rico. Isto foi
evidenciado pelo aumento de dez vezes da captura de
células inoculadas, quando se adicionou glicose a solugéo,
nos dois tipos de solo. Por fim, a dificuldade em isolar
G. diazotrophicus do solo pode estar relacionada ao
fato de esta espécie ndo sobreviver no solo desnudo e,
para isso, pode-se levar em consideracdo que esta
espécie ndo use uma grande diversidade de fontes de
carbono, tais como &cidos organicos e a maioria dos
acucares, ou ser pouco eficiente quanto ao uso destas,
ja que possui um metabolismo fermentativo (Stephan
etal.,, 1991).

Thorne & Williams (1997) enfatizaram que a quali-
dade, bem como a concentracdo de nutrientes, tem que
ser considerada, quando se trabalha com a sobrevivéncia
de células. Bashan (1999) mostrou que fatores do solo,
tais como a porcentagem de argila, nitrogénio, teor de
matéria organica e capacidade de retencdo de agua séo
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Figura 2. Reacdo cruzada entre o anticorpo As-PRJ2 contra
estirpes de bactérias diazotréficas isoladas de café utilizando
0 imunoensaio de ELISA (porcentagem de reagdo cruzada
comparada a estirpe PRJ2 usada na imunizacéo). Segundo
conjugado acoplado a peroxidase e diluido 1:1.000 e tempo de
reacdo da enzima com o substrato de 20 minutos. As barras
correspondem ao erro-padrdo da média. Estirpes testadas:
G. diazotrophicus (PRJ2), G. johannae (CFN-cf50, CFN-cf51,
CFN-cf52, CFN-cf53, CFN-cf58, CFN-cf55), G. azotocaptans
(CFN-ca97, CFN-ca54).
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positivamente associados a sobrevivéncia de
Azospirillum, enquanto fatores como teor de carbonato,
calcio e areia influenciam negativamente esta popu-
lacéo.

Foi possivel isolar trés estirpes do solo cultivado com
café (ACcafé 1, 2 e 3), que podem pertencer ao género
Gluconacetobacter, sugerindo a eficiéncia do procedi-
mento utilizado (Figura 3). Estes isolados mostraram
mais de 90% de reacdo cruzada contra o soro As-PRJ2,
0 que sugere a sua classificagdo no género
Gluconacetobacter, ja que as outras espécies testadas
ndo atingiram 50% de reagdes cruzadas. As trés estir-
pes fixavam nitrogénio (reduziram acetileno), desenvol-
veram-se em meio de cultivo LGI-P e batata-P, mas
ndo ficaram marrons. Embora a classificacdo do géne-
ro ndo possa ser definitiva, os resultados sugerem que as
estirpes pertencam ao género e que provavelmente sejam
G. johannae, devido ao elevado valor de reacdo cruzada.

O valor de reacdo cruzada alcangado entre as novas
espécies de Gluconacetobacter descritas revelou um
namero que variou desde 17,5% até mais de 100% de
epitopos contra a estirpe padrdo PRJ2 usada na
imunizacdo (Figura 3). Estes valores, que podem chegar
a 100% de compartilhamento, apontam para a
possibilidade de, por meio da técnica proposta e em
funcdo das caracteristicas do anti-soro utilizado, isolados
de bactérias do género Gluconacetobacter serem
obtidos a partir de amostras de solo cultivado com café.
Jimenez-Salgado et al. (1997) isolaram vaérias estirpes
de Gluconacetobacter de amostras de plantas de café
e apenas uma foi isolada de caule (CFN-cf13) e duas
de raizes (CFN-cf51 e CFN-cf52). Todas as outras
estirpes foram isoladas da rizosfera de café. Este
comportamento é completamente diferente do observado

Tabela 2. Efeito da adicéo de glicose (5 g L™1) na recuperacéo
de células de G. diazotrophicus pelo método de imunocaptura,
a partir de amostras de solo submetidas a inoculacéo de
diferentes densidades populacionais e em dois tipos de solo,
cinco dias depois da inoculagdo(®.

Tipo de solo  Glicose Diluigdo serial de células da estirpe PRJ2
(células mL™)

b 107 10° 100 10° 107 1
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@+: formagédo de crescimento positivo — pelicula alaranjada na superfi-
cie e meio de cultivo LGI-P inoculado com aliquota final do procedi-
mento de imunocaptura. -: sem formacéo de pelicula.
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Figura 3. Reagdo cruzada de estirpes de Gluconacetobacter
obtidas do solo cultivado com café (estirpes AC) e outras
pertencentes a espécie G. diazotrophicus contra o anticorpo
As-PRJ2. Segundo conjugado acoplado a enzima peroxidase
e diluido 1:1.000 e tempo de reacao do substrato da enzima de
20 minutos. ACcafé 1, 2 e 3 foram isoladas da mesma area de
café mas de amostras de solo diferentes. As barras
correspondem ao erro-padrdo da média. G. diazotrophicus
(PRJ2, PALS5, PAL3, PPE4).

com amostras de cana-de-agucar, em que a maioria dos
isolados foi obtida de amostras de raizes e parte aérea e
raramente de rizosfera.

Estes resultados mostram a necessidade de se avaliar
um ndmero maior de amostras de solo, colhidas em
épocas diferentes e comparar com amostras de solo da
rizosfera e das raizes das plantas, a fim de verificar se a
sobrevivéncia depende da presenca da planta. Entretanto,
com a modificacdo no procedimento de imunocaptura,
ndo h& mais limitacao do tipo de solo onde a cultura for
colhida.

Conclusoes

1. A modificacdo no método de imunocaptura, pela
adicdo de sulfato de aluminio, permite o uso dessa técnica
para amostras de solos argilosos.

2. N&o é possivel isolar nenhuma estirpe de
G. diazotrophicus das amostras de solo avaliadas.

3. Por meio da técnica de imunocaptura, é possivel o iso-
lamento de estirpes pertencentes ao género
Gluconacetobacter de amostras de solo cultivado com café.
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