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Introducéo

Os microrganismos representam o compartimento
mais rico em diversidade quimica e molecular na
natureza. Além disso, constituem a base de
processos ambientais como ciclos biogeoquimicos
e cadeias alimentares, bem como mantém
relacbes vitais entre si € com 0S organismos
superiores, desempenhando inimeras fungcbes no
ambiente.

Dentre os organismos com alto potencial agricola
e biotecnolégico, encontra-se 0 género
Burkholderia. Descrito em 1992, conta atualmente
com 29 espécies descritas, 4 espécies
“candidatus” (sequéncia depositada mas ndo o
individuo) e mais 5 espécies sendo propostas.
Colonizam diversos nichos ecolégicos e séao
importantes  componentes da  comunidade
microbiana do solo. B. cepacea foi a primeira
espécie descrita (YABUUCHI et al., 1992),
causadora de podriddo em casca de cebola
(BURKHOLDER, 1950). Outras espécies
provocam doencas em animais e humanos e
podem ser encontradas em pacientes com Fibrose
Cistica (MIRALLES et al., 2004; RIBEIRO et al.,
2002). Porém, a maioria delas ndo sdo patdégenas
e podem promover o crescimento em plantas pela
fixacdo biol6gica de nitrogénio e producdo de
fitormonios BEVIVINO et al., 1998; PEIX et al.,
2001). Varias espeécies foram usadas em trabalhos
de biorremediacao (TIEDJE et al., 1999), controle
biolégico CAIN et al., 2000) e na industria pela
producéo de biopolimeros (BRAMER et al., 2001).

Das espécies descritas, 7 sdo diazotroficas, 5
estdo sendo propostas como diazotroficas e
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estudos mostraram que isolados de mais 3
espécies fixam nitrogénio atmosférico na rizosfera,
em tecidos internos de gramineas ou formando
nodulos em leguminosas.

Estudos com a cultura da cana-de-acglcar,
mostraram que esta planta convive com indmeras
bactérias diazotroficas em sua rizosfera ou tecidos
internos e ndo se sabe até o momento qual
espécie, ou quais espécies, participam em maior
namero ou eficiéncia no nitrogénio fixado
biol6gicamente. Bactérias diazotréficas do género
Burkholderia foram isoladas de plantas de cana-
de-acucar (BODDEY, 2003; REIS et al., 2004),
porém o completo entendimento de sua dinamica
ainda € escasso. Inumeros trabalhos sé&o
desenvolvidos pelo grupo de pesquisa em Fixacao
Biologica de Nitrogénio em plantas néo
leguminosas da Embrapa Agrobiologia,
procurando conhecer a ecologia, diversidade e
contribuicdo dos organismos ja descritos e busca
de espécies ainda nado identificadas. Estes
estudos levaram ao isolamento da espécie B.
silvatlantica, isolada de plantas de cana-de-
acucar, milho e abacaxi, e a metodologia usada
para o isolamento desta bactéria de plantas de
cana-de-acucar, é descrita neste documento.

2. Metodologia

Foram coletadas amostras de rizosfera e de planta
de 11 cultivares de cana-de-acUcar em cultivos
comerciais nas cidades de Paranavai no Estado
do Parana, Piracicaba em Sdo Paulo, Campos dos
Goytacazes e Seropédica no Rio de Janeiro e
Timbalba em Pernambuco. As amostras
compostas com 10g de raizes e de colmos, foram
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submetidas a desinfestagdo superficial com
cloramina T a 1% (DOBEREINER et al., 1995).
Em seguida, foram trituradas em liquidificador de
uso doméstico com 90 mL de solugédo salina e
permaneceram em repouso por uma hora a
temperatura ambiente. As amostras com 10g de
solo da rizosfera, para avaliagdo das bactérias
localizadas na rizosfera permaneceram durante
uma hora sob agitacdo constante de 150 rpm.
Posteriormente, todas as amostras foram diluidas,
seriadamente, até 10° em tubos de ensaio
contendo 9 mL de solucdo salina. Uma aliquota de
0,1 mL de cada diluigdo foi inoculada, com 3
repeticdes, nos meios de cultura semi-sélidos JMV
(BALDANI, 1996) e LGl (DOBEREINER et al.,
1995). Os frascos inoculados permaneceram em
incubacdo a 30°C e no escuro durante 7 dias, e
posteriormente efetuado a contagem do NuUmero
Mais Provavel (NMP), conforme (DOBEREINER et
al., 1995).

Apds contagem, os 6 ultimos frascos das diluicbes
com crescimento positivo de cada amostra, foram
riscados em placas contendo os respectivos meios
de cultura na forma sélida. Apos 7 a 10 dias de
incubacgédo, cada colbnia com formato diferente foi
inoculada nos respectivos meios semi-solidos,
gue, quando apresentaram pelicula foram
novamente riscados em placas para confirmagao
da pureza. Este processo, denominado
purificacdo, se repetiu até a obtencdo de placas
com apenas um tipo de organismo.

Quando puros, os isolados foram estocados em
glicerol 50% (glicerol diluido 50% em agua), a
-20°C.

3. Resultados

A populacdo de bactérias diazotréficas em
associacdo com cana-de-acucar foi maior na
rizosfera e raizes e variou de 10° a 10° células por
grama de massa fresca no meio de cultura LGI, e
10° a 10° em meio de cultura JMV.

As maiores populagdes, no meio de cultura LGlI,
foram observadas nas cultivares de cana-de-
acucar de Paranavai-PR e Campos do
Goytacazes-RJ e nédo foi observado crescimento
neste meio de cultura em amostras provenientes
de Sdo Paulo e em poucas amostras de
Pernambuco.

A maioria das amostras de raizes e rizosfera das
cultivares testadas cresceram no meio de cultura
JMV, e menor populacdo foi observada na parte
aérea das plantas. Neste, obteve-se maiores
populacdes, provavelmente devido a presenca de
100 mg extrato de levedura por litro de meio de
cultura.

O uso de extrato de levedura no meio de cultura
semi-solido ainda n&o é consenso. Os meios de
cultivos sdo muito seletivos e podem nédo
representar o ambiente de vida de alguns
organismos, sendo necessario a adicao de fatores
de crescimento. Uma estratégia de sucesso foi o
desenvolvimento do meio de cultura LGI-P caldo.
A adicdo de 5 mL de caldo de cana ao meio de
cultura LGI-P, levou a contagem e isolamento de
maiores populacdes de Gluconacetobacter
diazotrophicus (REIS et al., 1994). Neste caso, 0
caldo de cana tornou o meio de cultura
semelhante ao ambiente natural deste organismo
e foi um estimulo para seu crescimento nessas
condi¢cbes. Testes mostraram que a adi¢do de 20
mg de extrato de levedura por litro de meio de
cultura auxilia no crescimento das bactérias
isoladas neste trabalho, sem inibir a atividade da
enzima nitrogenase (dados nédo apresentados),
podendo, desta maneira substituir os 100 mg
usados inicialmente.

O procedimento usado para isolamento, neste
trabalho, diferiu do recomendado pela literatura.
Optou-se por riscar diretamente em placas as
amostras crescidas em meio de cultura semi-
solido usadas na contagem. Diferindo da literatura,
gue recomenda neste momento, repicar 2 vezes
consecutivas no respectivo meio de cultura semi-
solido. Como dito anteriormente, os meios de
cultura podem nao representar o ambiente de
alguns organismos e, desta maneira, exercer forte
pressdo seletiva, podendo ocorrer competicao
entre 0s organismos presentes em uma pelicula.
Tentando amenizar a pressao seletiva exercida
pelo meio de cultura e a competicdo entre o0s
organismos, as amostras foram diretamente
riscadas em placas. Apés crescidas, foram
selecionadas as colonias diferentes, e cada
colénia, sozinha, foi inoculada em triplicata em
frascos com meio semi-sélido, acrescido de 20 mg
de extrato de levedura por litro de meio de cultura.
Usando esta estratégia, foram isolados 76
isolados de Burkholderia spp., 43 em meio de



cultura JMV e 33 de LGI, sendo 32 deles
pertencentes a espécie B. silvatlantica. A eficacia
desta estratégia foi comprovada em isolamento de
bactérias diazotréficas do género Burkholderia de
plantas de milho, onde optou-se por repicagens
sucessivas em meio de cultura semi solido antes
da selecdo de coldnias em placas, neste caso
apenas 3 isolados do género Burkholderia foram
obtidos (CRUZ et al., 2005).

Em meio de cultura semi-sélido, as bactérias
formaram pelicula na superficie, caracteristica
comum entre os diazotroficos isoladas de plantas
nao leguminosas, como apresentada na figura 1.

Figura 1: Pelicula formada por B. silvatlantica, isolado PRr2, em de
meio de culturaJMV e LGI, respectivamente, com 5 dias de
incubagéo.

Em meio de cultura sélido LGl as colbnias se
apresentaram muito pequenas, dificultando a
visualizag&o e passou-se a usar o meio de cultura
JMV para o0 crescimento em placa destas
bactérias. Em meio de cultura JMV, os isolados de
B. silvatlantica diferiram da estirpe M130 (BR
11340), da espécie proposta B. brasilense e da
estirpe Ppe8 (BR 11340), padréo da espécie B.

tropica (Figura 2).
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Figura 2: Morfologia de col6nias em meio de cultura JMV de isolados
do género Burkholderia spp. obtidos de plantas de cana-de-aglcar.
A: estirpe M130; B: estirpe Ppe8; C: isolado PRr2.
Formaram colbnias pequenas, borda inteira, forma
circular, cor amarela intensa e pouco gomosas.
Inicialmente se assemelham a Ppe8, porém, com
mais de 10 dias de crescimento, estes isolados
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diferiram de Ppe8, passando de colénias
convexas para pulvinadas. A diferenca entre
colénias convexas e pulvinadas é a elevacdo. As
colénias pulvinadas sdo mais elevadas, podendo
servir como protecdo a enzima nitrogenase
(Figura 3).

Figura 3: Morfolgia de colbnias em meio de culturaJMV do isolado
PRr2 de B. silvatlantica. Fotografias mostrando a elevacgao das
colbnias com diferentes niveis de aproximacéo.

Foram obtidos 32 isolados da espécie B.
silvatlantica, nos 4 estados amostrados e de 9 das
11 cultivares analisadas. Os resultados mostram
que esta espécie possui ampla distribuicéo,
ocorrendo em canaviais de nordeste ao sul do
Brasii e suas colénias séo facilmente
reconhecidas em placas com meio de cultura
JMV, dispensando o uso de técnicas mais caras

para sua identificagdo.
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