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Entre todos os microrganismos
presentes no solo, as bactérias sao
encontradas em maiores proporgoes;
cerca de 108 a 10° células bacterianas
podem ser observadas em uma grama
de solo rizosférico (BULGARELLI et al.,
2013). Tais organismos podem interagir
de diferentes maneiras com os vegetais
seja de forma positiva, negativa ou
até mesmo n&o causar nenhum efeito
(GLICK, 2015; Pll etal., 2015). Bactérias
que possuem a capacidade de induzir
efeitos positivos sobre o crescimento e
a aptidao das plantas sdo denominadas
como  bactérias  promotoras de
crescimento vegetal (BPCV) e dentre
elas encontram-se as  bactérias
diazotréficas associativas e endofiticas
(GLICK, 2012). Estas podem ajudar
0s vegetais a crescerem por meio de
processos diretos e/ou indiretos, os quais
aliviam ou evitam os efeitos negativos de
estresses bidticos e abioticos (GLICK,
2012; LIU; ZHANG, 2015; NUMAN et al.,
2018). Dentre os processos realizados
pelas BPCV, a agdo da enzima
1-aminociclopropano-1-acido carboxilico

(ACC) deaminase é considerada como
um dos principais mecanismos capazes
de promover o crescimento vegetal
(GLICK, 2014).

A enzima ACC deaminase (E.C.
3.5.99.7) foi descoberta em 1978 por
Honma e Shimomura que a identificaram
na levedura Hansenula saturnus (reclas-
sificada como Cyberlindnera saturnus) e
na bactéria Pseudomonas sp. ACP. Esta
importante enzima €& codificada pelo
gene acdS e desde sua descoberta ja foi
relatada em diversos organismos vivos
pertencentes aos dominios Eukarya,
Bacteria e Archaea. Contudo, a predomi-
nancia desta enzima ocorre em diferen-
tes espécies de bactérias e em alguns
fungos (SINGH et al., 2015; SONI et al.,
2018).

Como ja mencionado anteriormente,
a atividade da enzima ACC deaminase
€ apontada como um dos principais me-
canismos de promog¢ao de crescimento
vegetal e de protecdo da planta aos es-
tresses abidticos. Sua importancia se da
devido ao seu papel na modulagao dos



niveis de etileno nas plantas. O etileno
€ um horménio vegetal gasoso liberado
em resposta a varios estimulos abidti-
cos/biodticos internos e ambientais que
regulam diversos processos de cresci-
mento e desenvolvimento das plantas
(PEI et al., 2017). Ele atua na regulagéo
de processos como a germinagao de se-
mentes e o crescimento da plantula, ex-
pansao e diferenciacdo celular, inducao
floral, senescéncia e a absciséo foliar e
floral, abscisédo e amadurecimento de
frutos, crescimento e diferenciacdo de
raizes, além de respostas aos estresses
bidticos e abioticos (COLLI, 2004; TAIZ
etal., 2017).

Apesar de possuir uma estrutura
simples, o etileno (C,H,) atua como um
mediador chave de fatores de estresse
bidticos e abiéticos (MULLER; MUNNE-
BOSCH, 2015). Sabe-se que os estres-
sores abidticos e bidticos podem levar
ao aumento da producdo de etileno,
comumente chamado de estresse do
etileno. Esse estresse é desfavoravel
aos processos de proliferagao de raizes
e brotos, causa senescéncia e absci-
sdo, perda de clorofila, dentre outros
processos que, portanto, dificultam o
crescimento e desenvolvimento vegetal
(DEPAEPE; VAN DER STRAETEN,
2016; GLICK et al., 2007). Além destes
efeitos deletérios, o etileno também
afeta o processo de nodulagédo durante
a interagdo entre plantas leguminosas
e bactérias simbidticas. Dessa manei-
ra, a ACC deaminase também se torna
imprescindivel para manutengéo do pro-
cesso de fixagao bioldgica de nitrogénio
(NASCIMENTO et al., 2016).

A via biossintética do etileno nas
plantas foi elucidada por Adams e
Yang (1979). Desse modo sabe-se
que o etileno é sintetizado a partir da
metionina via  S-adenosil-metionina
(SAM) e o aminoacido nao proteico
1-aminociclopropano-1-acido carboxilico
(ACC). Inicialmente S-adenosil-
metionina (SAM) €& convertido a
1-aminociclopropano-1-acido carboxilico
(ACC) por meio da acdo da enzima
ACC sintase. Posteriormente, o ACC
€ utilizado como substrato da ACC
oxidase, que através de uma reagédo com
consumo de oxigénio produz o etileno
(TAIZ et al., 2017).

A ACC deaminase diminui a concen-
tracdo de etileno através da clivagem
do precursor do etileno da planta, ACC,
em aménia e a-cetobutirato (HONMA,;
SHIMOMURA, 1978). Assim sendo, ao
invés de ser utilizado pela enzima ACC
oxidase na sintese de etileno, o ACC é
usado pela ACC deaminase. Com isso,
a concentracdo de etileno diminui e,
conseqlientemente os danos causados
pelo mesmo. Com a diminui¢gdo nos ni-
veis de etileno, a planta desenvolve uma
maior tolerancia ao estresse e a inibigao
do seu crescimento é reduzida (GLICK,
2005, 2014).

Em 1998, Glick et al. propuseram
um modelo que elucida o mecanismo
realizado pelas bactérias que possuem
a ACC deaminase (Figura 1). Segundo o
modelo proposto, as BPCVs inicialmente
ligam-se a superficie da semente ou raiz
em resposta aos exsudatos liberados
pelo vegetal, os quais contém triptofano,



Fonte: adaptado de Glick (2014)
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Figura 1. Representacao esquematica do modo de agdo da ACC deaminase. AlA = acido indol
acético; ACC = 1-aminociclopropano-1-acido carboxilico; SAM = S-adenosil-metionina.

moléculas pequenas como acgucares,
aminoacidos, acidos orgéanicos e ACC
(GHOSH et al., 2018). O triptofano ex-
sudado pela planta é absorvido pelas
bactérias e é usado como um precur-
sor na sintese do acido indol-3-acético
(AlA). Parte do AIA sintetizado pela
bactéria é entdo absorvido pela planta e,
em conjunto com AIA e outras auxinas
produzidas pela propria planta, estimula
a proliferagdo e/ou alongamento das
células vegetais. Alternativamente, o
AIA pode estimular a atividade da en-
zima ACC sintase, aumentando assim
a produgéo de ACC. Parte do ACC pro-
duzido pela planta pode ser exsudado e
absorvido por bactérias que o convertem

em amonia e a-cetobutirato por meio da
acao da enzima ACC deaminase. Esses
dois produtos de reagao sado utilizados
pelas bactérias como fonte de energia e
de nitrogénio. A absorgéo e subsequente
hidrolise do ACC pela bactéria diminuem
a quantidade de ACC no ambiente exter-
no da planta. Dessa maneira, para que
0 equilibrio entre os niveis internos e
externos de ACC seja mantido, a planta
deve exsudar quantidades crescentes
de ACC. Segundo os autores, a bactéria
faz com que a planta sintetize mais ACC
do que realmente precisa para exsudar
o0 ACC. Desse modo, o ACC exsudado
€ metabolizado pela bactéria e trans-
formado em uma fonte de nitrogénio.
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Com isso, as bactérias que possuem
ACC deaminase e metabolizam o ACC,
conseguem se desenvolver em condi-
¢des teciduais onde a disponibilidade de
nitrogénio seja mais baixa. Condi¢oes
estas que outras bactérias do solo
nao conseguem crescer (GLICK et al.,
1998). A partir desse mecanismo, ha
pelo menos duas consequéncias diretas
resultantes da diminuicdo do nivel de
ACC dentro dos tecidos da planta. Séao
elas: a redugdo da quantidade de eti-
leno da planta, visto que seu precursor
foi clivado e, portanto, ndo encontra-se
mais disponivel para ser utilizado como
substrato; e uma diminuicao dos efeitos
deletérios desse fitohormbnio, como
a inibicdo no alongamento das raizes

NFBou LGI com ACC
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\_/ 30°C por 48 ha 60 h
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com (NH,),S0,

vegetais (GLICK et al., 1998). Desse
modo, as plantas que interagem com
BPCVs que possuem atividade de ACC
deaminase geralmente desenvolvem
raizes e brotagées maiores e acumulam
maior biomassa que as ajudam a se
adaptar ao ambiente (GHOSH et al.,
2018). Além disso, as plantas também
possuem maior tolerdncia ao estresse
quando interagem com BPCVs que
possuem atividade de ACC deaminase
(GLICK, 2005).

O objetivo deste trabalho foi adap-
tar e aprimorar uma metodologia para
detectar a atividade da enzima ACC
deaminase em bactérias diazotréficas
promotoras de crescimento vegetal.
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Figura 2. Modelo esquematico ilustrando a metodologia qualitativa para avaliagdo da atividade

de ACC deaminase.



Duas metodologias foram emprega-
das para avaliar a atividade da enzima
ACC deaminase. A primeira metodologia
¢ um método qualitativo adaptado
por Glick e colaboradores (1995), que
se baseia no fato de que algumas
bactérias podem crescer utilizando
0 composto 1-aminociclopropano-1-
acido carboxilico (ACC) como fonte
de nitrogénio (Figura 2). A segunda
metodologia empregada é considerada
a metodologia mais utilizada, ja que
quantifica o a-cetobutirato produzido
quando a enzima ACC deaminase cliva
o ACC (HONMA; SHIMOMURA, 1978;
PENROSE; GLICK, 2003). Também se
baseia na capacidade da bactéria (com
atividade) usar ACC como fonte Unica de
N (Figura 3).

Método qualitativo
para avaliacao

da atividade de
ACC deaminase

Neste comunicado técnico seréo
empregadas bactérias diazotréficas
isoladas de plantas de Brachiaria; con-
tudo, essa metodologia de quantificagao
pode ser utilizada para outras bacté-
rias. Inicialmente, as bactérias foram
cultivadas em 5 mL de meio DYGS
(RODRIGUES NETO et al, 1986);
todavia, na metodologia original as
bactérias foram cultivadas primeiro em
meio rico (Tryptic Soybean Broth - TSB)
e, em seguida, transferidas para um

meio minimo DF (DWORKIN; FOSTER,
1958). As culturas sao incubadas por 24
a 48 horas a 30°C sob agitagéo de 200
rom. O tempo de incubagéo é dependen-
te do tempo de crescimento da bactéria.
Em seguida, uma aliquota de 100 uL de
cada cultura é transferida para tubos
contendo 5 mL do meio de crescimen-
to da espécie bacteriana. No exemplo
apresentado, foram utilizados os meios
LGl e NFB (BALDANI et al., 2014;
DOBEREINER et al., 1995) contendo
1 g.L'' de (NH:):SOs. Os tubos séo
incubados sob as mesmas condigbes
utilizadas anteriormente e em seguida
100 yL sdo transferidos para novo tubo
contendo 5 mL de meio LGI ou NFB,
porém sem a fonte de nitrogénio (N).
O meio de cultura é suplementado com
3 mM de ACC, que substitui 0 (NH4)2SOa4
como fonte de N. A cultura é incubada
sob as mesmas condicbes descritas
previamente.

Uma solugéo estoque de ACC 0,5 M
(Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA)
preparada com agua ultrapura deve ser
esterilizada em membrana de 0,22 um.
Apos a esterilizacao por filtragdo, a so-
lugdo deve ser dividida em aliquotas de
1 mL e congelada a -20°C até o momento
do uso. As placas sao preparadas com
Agar Noble (Difco Laboratories, Detroit,
MI, EUA), que é empregado para o pre-
paro de meios de cultivo que necessitam
de elevada pureza. No momento do uso,
a solugdo de ACC (3 mM) é descon-
gelada e espalhada sobre a superficie
do meio de cultura ja solidificado com
auxilio de uma alga de Drigalski. Apos a
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Figura 3. Modelo esquemético ilustrando a metodologia quantitativa para avaliagédo da atividade

de ACC deaminase.
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secagem da solugcdo de ACC é realizada
a semeadura da cultura crescida com
auxilio de um cotonete estéril. As placas
sdo entdo incubadas a 30°C durante 48h
ou 60h. Como controle negativo deve
ser usado meio de cultura sem ACC e
como controle positivo utilizar uma es-
tirpe diazotréfica com atividade de ACC
deaminase ja caracterizada. Na metodo-
logia aqui descrita utilizamos a estirpe
GSF30" de Herbaspirillum frisingense
(BR11790), visto que a atividade de
ACC deaminase ja foi confirmada nes-
sa estirpe (ROTHBALLER et al., 2008;
STRAUB et al., 2013). Em alguns casos,
pode-se observar um leve crescimento
bacteriano nas placas sem fonte de ni-
trogénio. Isso pode ocorrer em fungéo
do nitrogénio residual presente no in6cu-
lo ao ser plagueado no meio de cultura.

Método quantitativo
para avaliacdo

da atividade de
ACC deaminase

Preparo de curva
padrao para atividade
de ACC deaminase

Para a quantificagdo da atividade de
ACC deaminase deve ser preparada
uma curva padrao de a-cetobutirato.
A concentragdo de a-cetobutirato pro-
duzida na reacgéo de clivagem de ACC
pela ACC deaminase, é determinada
comparando-se a absorbancia a 540 nm

de uma amostra com a curva padrao de
a-cetobutirato. Uma solugao estoque de
a-cetobutirato a 100 pmoles.mL" (100
mM) (Sigma-Aldrich Co., St Louis, MO,
EUA) é preparada em Tris-HCI 0,1 M
(pH 8,0) e armazenada a 4°C. Pouco
antes de usar, a solugdo estoque é di-
luida com Tris-HCI 0,1 M (pH 8,0) para
uma concentragao de 10 mM a partir da
qual a curva de concentragdo padrao
€ gerada. Em seguida, os padrdes (em
pmoles.mL™") incluindo 10, 20, 30, 40,
50, 100, 150, 200, 300, 400, 500 e 1000
sao preparados em duplicata em Tris-
HCI 0,1 M (pH 8,0). Feito isso, 500 uL
de sobrenadante celular ou 500 yL dos
padrdes de a-cetobutirato sdo adiciona-
dos em cada tubo de ensaio de vidro.
Posteriormente, 400 uL de HCI 0,56 M
e 150 pL de 0,2% de 2,4-dinitrofenil-hi-
drazina (preparada em HCI 2N) (Sigma-
Aldrich Co., St Louis, MO, EUA) sao
acrescentados e submetidos a agitagéo
vigorosa em agitador do tipo vortex por
cerca de 5 segundos. Em seguida, to-
dos os tubos de ensaio sdo incubados a
30°C durante 30 minutos, seguidos pela
adicdo de 1 mL de NaOH 2N. Os tubos
sdo agitados por cerca de 5 segundos
e a absorbancia da mistura é medida a
540 nm usando um espectrofotdmetro. A
mudanga de cor de amarelo para mar-
rom indica um resultado positivo.

Atividade de ACC
deaminase
Os isolados bacterianos que apre-

sentarem a capacidade de crescer no
meio de cultivo com ACC como Uunica



fonte de nitrogénio serdo utilizados na
quantificacdo da atividade enzimatica.
Para tal, os mesmos sdo cultivados em
placas de meio DYGS e incubados a
30°C até a formagado de colbnias. Em
seguida, uma unica colbnia é transferida
para um frasco com 5 mL de meio DYGS
e incubado a 30°C sob agitagao de 200
rpm por 24 ou 48h. Células bacteria-
nas de um cultivo na fase exponencial
foram recolhidas por centrifugagédo em
centrifuga de bancada com angulo fixo
(Modelo Centrifuga Mikro 200R, Hettich
Zentrifugen, Tuttlingen, Alemanha). As
especificagdes utilizadas na centrifuga-
¢ao foram: rotagdo a 5.000 xg durante
10 minutos a 4°C. O sedimento bacte-
riano é lavado duas vezes com 5 mL
do meio especifico para o crescimento
da bactéria em estudo. Os meios de
cultura NFB e LGI (sem nitrogénio na
composicado) (BALDANI et al., 2014)
foram empregados no desenvolvimen-
to da metodologia. Apés a lavagem o
sedimento bacteriano foi ressuspenso
em 5 mL de meio suplementado com
3 mM de ACC. A cultura foi incubada por
24 horas sob agitagdo de 200 rpm a
30°C seguido de nova centrifugagao a
5.000 xg durante 10 minutos. Em segui-
da, as células foram lavadas duas vezes
com 5 mL de Tris-HCI 0,1 M (pH 7,6) e
a suspensao celular foi transferida para
um tubo de microcentrifuga de 1,5 mL e
centrifugado a 10.000 xg durante 1 minu-
to. Todo o sobrenadante é removido e o
sedimento celular utilizado para o ensaio
da atividade da enzima. O sedimento
foi ressuspenso em 400 pL de Tris-HCI
0,1 M (pH 8,0). Aos 400 uL de suspensao

foram adicionados 20 uL de tolueno.
A suspensao foi submetida a agitagédo
vigorosa em agitador do tipo vértex na
velocidade méxima por 30 segundos.
Em seguida, aliquotas de 50 pL do pro-
duto de lise foram distribuidos em trés
novos tubos de microcentrifuga de 1,5
mL. Em dois tubos, 5 uL de solugao de
ACC 0,5 M foram adicionados, enquanto
o terceiro tubo foi utilizado como um
controle absoluto (produto da lise celular
sem ACC). Outro controle também foi
preparado contendo 50 uL de Tris-HCI
0,17 M (pH 8,0) e 5 yL de ACC 0,5 M.
Apds a adicdo de ACC, a suspensao
celular foi submetida a agitacéo vigorosa
em agitador do tipo vortex na velocidade
maxima por cerca de 5 segundos e todos
os tubos foram incubados a 30°C duran-
te 30 minutos. Depois da incubacgéo,
500 pL de HCI 0,56 M foram adicionados
em cada tubo que em seguida foram agi-
tados vigorosamente em agitador do tipo
vortex por 5 segundos. As células foram
entdo centrifugadas durante 5 minutos a
10.000 x a temperatura ambiente.

A atividade final de ACC deaminase
foi expressa em pmol a-cetobutirato/
mg proteina/hora. A proteina de cada
amostra deve ser quantificada empre-
gando a metodologia de BRADFORD
(BRADFORD, 1976) ou similar.

A figura 4 apresenta resultados refe-
rentes a andlise qualitativa de atividade
da ACC deaminase conforme a metodo-
logia descrita aqui e adaptada de GLICK
et al. (1995). Algumas bactérias alvo
(isolados NRB123, NRB124, NRB153,
NRB214) apresentaram crescimento em
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placas contendo os meios LGl ou NFB
acrescido de ACC como unica fonte de
nitrogénio e, portanto, demonstram um
forte indicio de que estas podem ser
consideradas positivas para a atividade
de ACC deaminase (Figura 4A e 4C).
Entretanto, apenas o ensaio qualitativo
nao é o suficiente para confirmar que
uma bactéria possui atividade de ACC
deaminase; para isso torna-se necessa-
rio a demonstragao da atividade da ACC
deaminase (LI et al., 2011). Como con-
trole negativo, estes mesmos isolados,
quando cultivados em placas contendo
os meios LGl ou NFB sem a adicao de

Figura 4. Placas de Petri contendo meio de
cultivo NFB ou LGI suplementados ou nao
com solugdo de ACC 0,5 M. A = Isolados
NRB123 e NRB124 inoculados em meio LGI
suplementado com ACC; B = Isolados NRB123
e NRB124 inoculados em meio LGl sem ACC;
C = Isolados NRB153 e NRB214 inoculados
em meio NFB suplementado com ACC; D =
Isolados NRB153 e NRB214 inoculados em
meio NFB sem ACC; E = Controle positivo
Herbaspirillum frisingense GSF30T (BR11790)
e isolado NRB020 inoculados em meio NFB
suplementado com ACC e F = Controle positivo
Herbaspirillum frisingense GSF30T (BR11790)
e isolado NRB020 inoculados em meio NFB
sem ACC.

nitrogénio inorgénico e sem adicdo de
ACC nao apresentam crescimento con-
sideravel (Figura 4B e 4D). O controle
positivo (estirpe BR11790) apresentou
maior crescimento no meio com ACC
e menor no meio sem ACC (Figura
4E e 4F) enquanto que a estirpe sem
atividade de ACC deaminase (Estirpe
NRBO020) ndo cresceu em ambas con-
di¢cdes (Figura 4E e 4F) confirmando o
que preconiza a metodologia descrita
por GLICK et al., 1995).

Outra metodologia para avaliar a
atividade da enzima ACC deaminase é
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a de quantificacao de a-cetobutirato pro-
duzido durante a desaminagdo de ACC
pela enzima (PENROSE; GLICK, 2003).
Avalidagao da atividade da enzima deve
ser realizada com os isolados que apre-
sentaram capacidade de crescimento
em meio de cultivo com ACC como Unica
fonte de Nitrogénio. Para isso, deve-se
estabelecer uma curva de calibragao
com a-cetobutirato, como pode ser ob-
servado na Figura 5. A absorbéancia dos
pontos da curva padrao de a-cetobutira-
to, assim como das amostras biolégicas
€ medida a 540 nm.

A quantificacdo da produgédo de ACC
deaminase pelas bactérias diazotréficas
usadas como exemplo, mostram que
apenas dois dos quatro isolados testa-
dos apresentaram atividade ACC deami-
nase in vitro (Tabela 1). O crescimento
em meio com ACC como unica fonte
de nitrogénio, ndo € uma determinagao
suficiente para afirmar que um isolado
bacteriano possui atividade de ACC de-
aminase. Nesse sentido, é essencial a
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realizagdo da quantificagdo da atividade
da enzima (LI et al., 2011).

O controle positivo como por
exemplo o Herbaspirillum frisingense
GSF30T (BR11790) deve sempre exibir
a atividade da ACC deaminase. Nesse
caso, 0 mesmo mostra um valor de 9,04
pmol a-cetobutirato/(mg de proteina/h),
inferior aos isolados 123 e 124 que
apresentaram valores de 59,55 e 44,66
pmol a-cetobutirato/(mg de proteina/h),
respectivamente. Em contrapartida, os
isolados 153 e 214 nao tiveram atividade
enzimatica detectada, apesar de terem
crescido na placa contendo ACC como
fonte de Nitrogénio. Segundo Penrose
e Glick (2003) a atividade maior que 20
nmol de a-cetobutirato.mg'.h' é o sufi-
ciente para que uma bactéria cresga em
meio contendo ACC e atue como bac-
téria promotora de crescimento vegetal.
Nesse sentido, as estirpes avaliadas no
presente estudo apresentaram a ativida-
de detectada, e, portanto, apresentam
potencial biotecnoldgico.

——M Com =

_ACC

Com
ACC

[ ¥\

300 400 500 1000

ACC

?

Isolado bacteriano

124 sem ACC (Controle negativo) ou Isolado bacteriano 124 com ACC.
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Tabela 1. Quantificagdo da atividade da enzima ACC deaminase em bactérias diazotréficas

promotoras de crescimento vegetal.

Identificagao taxonémica

Atividade ACC deaminase

ngit?r::a da bactéria com base no (mmol de a-cetobutirato)/
sequenciamento RNAr 16S* mg proteina/h
NRB123 Nitrospirillum sp. 63,57
NRB124 Paraburkholderia sp. 47,43
BR11790 Herbaspirillum frisigense** 9,28
NRB153 Nitrospirillum sp. N.D.
NRB214 Flavobacterium sp. N.D.

N.D. ndo detectada. *Ribeiro et al. (2019). **Bactéria utilizada como controle positivo.

Bactérias promotoras de cres-
cimento vegetal com atividade de ACC
deaminase podem atuar na promocao
do crescimento vegetal, bem como pro-
mover a mitigacdo de efeitos bidticos
e abidticos. Isso porque tais bactérias
nao protegem a planta apenas contra o
impacto negativo da alta concentracéo
de etileno. Elas também aumentam
o0 crescimento e o desenvolvimento
vegetal por varios outros mecanismos,
tais como produgdo de fitohormonios,
solubilizagédo de nutrientes, produgéo de
exopolissacarideos, etc. (GHOSH et al.,
2018). Portanto, a utilizacdo de forma
eficaz destes organismos requer que a
capacidade de realizar a atividade de
ACC deaminase seja verificada nas es-
tirpes. Nesse sentido, os procedimentos
aqui descritos sdo um importante ponto
de partida para o alcance do objetivo.
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