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Apresentacao

Por representar uma possibilidade de menor utilizacao de insumos, principalmen-
te nitrogénio fertilizante, estudos envolvendo microrganismos fixadores de N e/
ou promotores de crescimento de plantas, associados a gramineas forrageiras,
sdo de grande interesse. Neste documento, que também mostra os aspectos
tedricos e praticos da utilizacdo da metodologia de ELISA e do BIOLOG, buscou-
se verificar o efeito do gendtipo da planta e dos sitios de coleta sobre a diversi-
dade intra-especifica de isolados de um destes microrganismos, Azospirillum
amazonense, oriundos de associacdes com raizes de Brachiaria. Trabalhos como
este contribuem com informagdes importantes para a geracao de conhecimento
sobre a FBN em plantas forrageiras. Esperamos que, no futuro, este conhecimen-
to gerado possa vir a contribuir para a sustentabilidade das pastagens,
representanado um melhor uso da terra com a consequente preservacao dos
ecossistemas ainda intactos.

Roberto Teixeira Alves
Chefe-Geral da Embrapa Cerrados
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Utilizacao das Técnicas de
ELISA e BIOLOG para
Estudos de Diversidade
Intra-especifica em Isolados
de Azospirillum amazonense
Associados a Diferentes
Espécies de Brachiaria

Fabio Bueno dos Reis Junior; Katia Regina dos
Santos Teixeira; Verénica Massena Reis

Introducao

Azospirillum amazonense e Fixacao biolégica de
nitrogénio (FBN) em Brachiaria

A limitacado de nitrogénio é um dos mais importantes fatores que levam a
degradacao das pastagens (Qliveira et al., 1997). Entretanto, existe a
possibilidade de que parte desse nutriente possa ser disponibilizado pela FBN,
que em alguns genétipos de Brachiaria, poderia ser responsavel pela introducao
de 30 a 40 kg de N.ha'.ano" no sistema solo-planta (Boddey & Victoria,
1986; Loureiro & Boddey, 1988). Dentre as espécies de bactérias diazotréficas
associadas a essas plantas, Azospirillum amazonense merece destaque por
apresentar alta incidéncia e altos nUmeros em associacao com Brachiaria

(Souto, 1982; Baldani, 1984) e adaptabilidade a pH &acido (Magalhaes et al.,
1983), caracteristica comum a maioria dos solos brasileiros.

Como a diversidade de microrganismos do solo e daqueles encontrados no
interior das plantas esta condicionada a prépria vegetacéao, é possivel que
diferentes gendtipos de Brachiaria possam exercer um efeito seletivo sobre as
populacdes dos microrganismos, o que poderia resultar em diferentes respostas
guanto a contribuicao da FBN obtida nestes gendétipos.
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Diversidade Intra-especifica

O conceito de diversidade que serd abordado neste trabalho compreende a
diversidade apresentada abaixo do nivel de espécie, também chamada de
microdiversidade (Schloter et al., 2000), em que sao avaliadas subespécies
ou estirpes pertencentes a uma mesma espécie. Varios fatores podem
influenciar a microdiversidade, entre eles, a separacao espacial, diferencas
ambientais e interacdes especificas bactéria-hospedeiro, sendo que cada um
desses fatores deve ser objeto de investigacdes especificas (Schloter et al.,
2000).

ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

A superficie das células bacterianas contém antigenos que sao reconhecidos
por induzirem a producdo de anticorpos em animais. Dessa forma, esses
anticorpos podem ser utilizados na determinacdo da presenca ou auséncia de
um antigeno especifico, na mesma bactéria ou em outra (Vincent, 1970). As
relacGes antigénicas entre organismos refletem, em grande parte, as suas
relacdes genotipicas e, segundo Hubélek (1982), via de regra, estdo de
acordo com suas similaridades taxondémicas. Uma vez que a sorologia
produz informacdes de similaridade como um todo, ela é considerada como
sendo um método global polifénico com grande contelddo de informacdes
(Sokal & Sneath, 1963). Hubalek (1982) cita que os principios béasicos da
sorologia comparativa foram descobertos no principio do século 20, em
estudos em que proteinas especificas ou glicoproteinas (antigenos) de um
organismo reagem mais intensamente com um anti-soro (anticorpos)
preparado contra um antigeno de um organismo similar do que com um anti-
soro preparado contra antigenos de organismos nao similares.

Gray & Mansoor (1996) afirmam que o pré-requisito para o uso de
metodologias sorolégicas nos estudos de diversidade é a informacao sobre a
especificidade do anti-soro, escolhida com base nas relacdes taxondmicas
entre os microrganismos e sua ocorréncia nos ambientes a serem estudados.

Segundo Roitt et al. (1999), as técnicas de imunoensaio, utilizando
reagentes marcados para a deteccdo de antigenos e anticorpos, sdo
extremamente sensiveis e econdmicas no uso de reagentes. Os ensaios de
ELISA séo, provavelmente, os mais amplamente utilizados entre os métodos
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imunoldgicos. Uma das vantagens do método é a possibilidade de se realizar
varios testes simultaneamente em um periodo de tempo relativamente curto.
A técnica de ELISA esta baseada na visualizacdo da reacdo antigeno-
anticorpo por meio de uma reacdo colorimétrica. O anticorpo é conjugado a
uma enzima, formando um complexo protéico, em que a porcado do anticorpo
se liga ao antigeno e a porcao da enzima possibilita a transformacao de um
substrato em cor mensuravel por espectrometria (Engvall & Perlmann,
1971).

Gray & Mansoor (1996) utilizaram a técnica de ELISA, juntamente com outras
técnicas imunoldgicas, para determinar a relacdo antigénica de Arthrobacter,
Aureobacterium e outras bactérias de solo de diversos locais. O resultado dessas
avaliacoOes foi utilizado na taxonomia desses microrganismos.

Ribeiro (1999) utilizou a metodologia de ELISA para o estudo da diversidade de
rizébios associados ao caupi (Vigna unguiculata (L) Walp.) e verificou que as
estirpes estudadas dividiram-se em dois grupos, com e sem semelhanca a
estirpes padrao de Bradyrhizobium.

Alguns estudos sorolégicos também demonstraram a possibilidade de
marcadores antigénicos diferenciarem estirpes de Azospirillum (De-Polli et al.,

1980; Annapurna & Gaur, 1990; Sampaio et al., 1978), evidenciando
diferentes graus de especificidade.

BIOLOG

As microplacas BIOLOG testam a habilidade de um microrganismo utilizar e
oxidar uma quantidade pré-selecionada de diferentes fontes de carbono. O teste
produz um padrao de cor pUrpura caracteristica, constituindo uma “impressao
digital” metabdlica do organismo testado. Todas as fontes de carbono ficam
perfiladas e secas em placas contendo 96 pocos. O tetrazolium é utilizado para
indicar colorimetricamente a utilizacao dessas fontes de carbono (BIOLOG,
1999). De acordo com a utilizagdo das fontes, a similaridade entre diferentes
isolados pode ser comparada por meio de uma analise de agrupamento (Konopka
et al., 1998).

Bernards et al. (1995) caracterizaram estirpes de Acinetobacter utilizando a
técnica de hibridizacao DNA-DNA e o sistema BIOLOG e observaram que a

11
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andlise de agrupamento, gerada com base nos dados de padrdes de
utilizacao de diferentes substratos, concordava com os resultados da
hibridizacdo DNA-DNA.

Yohalem & Lorbeer (1994) estudaram a diversidade metabdlica intra-especifica
de 218 estirpes de Burkholderia cepacia isoladas de cebola, diferentes solos e
amostras clinicas. Cada estirpe foi caracterizada com base na sua habilidade
catabdlica usando-se o sistema BIOLOG. Esses autores mostraram uma forte
influéncia do tipo de solo, sendo que estirpes isoladas do mesmo solo
freqientemente apresentavam similaridade. No entanto, estirpes isoladas de
diferentes solos com uma histéria de cultivo similar ndo apresentaram
similaridade.

Schloter et al. (2000) investigaram a influéncia de diferentes praticas de cultivo
sobre a microdiversidade de Ochrobactrum spp. com o uso do sistema BIOLOG
e encontraram diferencas marcantes entre solos com cultivo organico durante
40 anos, quando comparados com solo cultivado de maneira convencional ou
com apenas 2 — 8 anos de cultivo organico.

Objetivo

Utilizar as metodologias de ELISA e BIOLOG para estudar a diversidade intra-
especifica de isolados de Azospirillum amazonense oriundos de associacoes
com raizes de Brachiaria e verificar os possiveis efeitos do gendtipo da planta e
dos locais de coleta sobre a diversidade.

Material e Métodos

Isolados bacterianos
Os isolados de A. amazonense analisados neste estudo estao listados na
Tabela 1, aspecto b. Com fins comparativos, estirpes referéncia das bactérias

diazotréficas A. amazonense, A. brasilense, A. lipoferum e Herbaspirillum
seropedicae também foram incluidas neste estudo (Tabela 1, aspecto a). Todos
os isolados de A. amazonense foram obtidos a partir de raizes de Brachiaria
humidicola, B. decumbens ou B. brizantha em pastagens formadas em regides
de Cerrado (Santo Antonio de Goids — GO) ou Mata Atlantica (Itabela — BA).
Detalhes dos sitios de coleta sdo apresentados na Tabela 2.
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Tabela 1. Estirpes referéncia (a) e isolados de A. amazonense obtidos de Brachiaria spp. (b) utilizados neste trabalho.

(a) (b)

Isolados analisados/planta

EspécisiEstitpaiReferencia Slanta B. decumbens B. humidicola B. brizantha
37 64 27
A. lipoferum Trigo i? ;7 2673
Sp597 (ATCC 29707) o sg e
72 81 87
'ﬂ' brasilense Digitaria decumbens ;g gg 18:
Sp7" (ATCC 29145) Cynodon dactylon 11 4 124
Cd™ (ATCC 29729) 1 32 2 . 1oe
137 97 131
A. amazonense Cana-de-actcar 140 107 138
Cbamc (BR11145) Hyparrenia rufa 141* 119 139
Y27 (ATCC 35120) 142* 123 143*
127
H. seropedicae 132
267 t (ATCC 35892 Arroz ] gg

*Com as analises de restricdo da regido 16S DNAr esses isolados ndo
se agruparam com outras estirpes de A. amazonense (dados ndo
apresentados) e devem pertencer a outras espécies.

"'D070Ig @ VSIT3 9p Seolud9] sep ogoezinn

€l



Tabela 2. Caracteristicas edafocliméticas dos sitios de coleta em Goias e Bahia.

Sitio de Coleta Classificagao pH/H,O AP+ Ca?* Mg2* Textura Classificacao de
dos Solos Koeppen
(Clima)

cmol_.dm?® mg.kg”’

GOIAS Latossolo 5.3 0.1 3.0 1.7 104.0 2.0  Franco Aw (tropical
16°28'S Vermelho Argiloso com estacdo)
49°17'W Amarelo seca no inverno
BAHIA Argissolo 5.8 0.2 2.6 1.5 78.0 2.0 Franco Af (tropical sem
16°39' S Amarelo Arenoso estacao seca)
39°30' W

Ca, Mg and Al extraido em KCI 1N; K e P extraido em solugdo Mehlich 1 (HCI 0,5 N + H,SO, 0,025 N).

14"

*DO70Ig @ VSI13 ep seoludy| sep oedezinn
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Utilizacao de métodos imunolégicos (ELISA indireto)
Producéo e caracterizacdo da qualidade de anticorpos
produzidos para Azospirillum spp. e Herbaspirillum
seropedicae

Soros policlonais foram produzidos a partir de isolados das espécies de
bactérias que encontramos associadas a plantas de Brachiaria (Azospirillum
amazonense, A. lipoferum e A. brasilense). Além do soro para Herbaspirillum
seropedicae, espécie comumente encontrada em associacdo com diversas
plantas da familia gramineae. Os processos de producao e caracterizacao desse
material foram realizados de acordo com Reis et al. (1997), e seréo
sumarizados a seguir. Esses soros foram utilizados para a andlise da
diversidade (agrupamento com utilizacdo dos resultados de ELISA indireto)
desses organismos, utilizando-se das técnicas descritas por Schloter et al.

(1995) e Ribeiro (1999).

Producéo do anti-soro

Para a producdo dos anti-soros seguiu-se o procedimento relatado por Reis et
al. (1997). Foram utilizadas como antigenos células intactas das estirpes
bacterianas de Azospirillum lipoferum (Sp59), Azospirillum brasilense (Sp7),
Azospirillum amazonense (CBAMC, 27, 37 e 77) e Herbaspirillum seropedicae
(Z67), crescidas em frascos com 50 mL de meio DYGS (Rodrigues Neto et al.,
1986) por 48 h a 30 °C. As células foram centrifugadas a 5000 g por 15
minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido em 3 mL
de agua destilada estéril, sendo mais uma vez centrifugado a 5000 g por 10
minutos. Esse processo de lavagem foi repetido trés vezes. Depois da Ultima

centrifugacdo, a massa de bactérias foi ressuspendida em 3 mL de 4gua
destilada estéril e tratada termicamente a 90 °C por 30 minutos para inativacao
e eliminacao das proteinas flagelares. Tomou-se 1 mL dessa suspensédo de
bactérias e misturou-se com 0,5 mL do adjuvante completo de Freund e 0,5 mL
de adjuvante incompleto (SIGMA CHEMICAL CO., USA). Utilizou-se 1 mL da
mistura para inoculacao via subcutédnea em cinco pontos diferentes da linha
dorsal de coelhos da raca Nova Zelandia (primeira imunizacéo). As imunizacdes
subseqlientes foram feitas utilizando-se 1 mL do antigeno aplicado via
intramuscular na coxa, sem a adicao de adjuvante, a intervalos variando de 7 a
10 dias. Depois da oitava imunizacao (uma a cada semana), foram colhidas as
amostras de sangue dos coelhos, em média 10 mL, a partir do terco superior
das orelhas, utilizando-se uma seringa hipodérmica descartavel. O material
coletado permaneceu no interior da seringa sendo deixado a temperatura
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ambiente na bancada do laboratério por 6 horas. Decorrido esse periodo,
observou-se uma clara separacao de fases, uma grande massa sélida coagulada
contendo principalmente hemacias e uma fase liquida, o plasma sanguineo, que
foi separado cuidadosamente, centrifugado por duas vezes a 2000 g por 10
minutos visando a remocao do precipitado contendo particulas sélidas e
posteriormente colocado em banho-maria a 55 °C por 30 minutos para
inativacdo de proteinas que compdem o sistema complemento. Ao final desse
processo, o soro foi identificado e estocado no congelador em frascos de vidro
esterilizados e posteriormente avaliado quanto sua reatividade e especificidade
em testes de ELISA.

Procedimento para o método de ELISA

O procedimento para o método de ELISA adotado foi o chamado ELISA
indireto, segundo metodologia proposta por Engvall & Perlmann (1972), com
algumas modificacdes. O teste ELISA foi utilizado para verificar o titulo e a
especificidade dos soros produzidos. Para isso, promoveu-se o crescimento das
estirpes bacterianas em meio DYGS a 30 °C por 24 h a 150 rpm, seguido de
centrifugacdo a 2000 g por 3 minutos de 1 mL desse meio e ressuspensdo em
1 mL de tampao carbonato-bicarbonato 50 mM pH 9,6. Em seguida, foi feito o
ajuste da concentracdo do antigeno para uma densidade 6tica (D.O.) igual a 1,0
+ 0,1 lida no comprimento de onda | = 436 nm. Os pocos das placas de
ELISA foram entdo impregnadas com 50uL do antigeno calibrado. As placas
foram incubadas em geladeira por um periodo de 16 a 18 horas. Decorrido
esse periodo, os pocos foram lavados uma vez com solucado de lavagem
[solucdo tampéo PBS (g.l-1): NaCl - 8,0; KCI - 0,2; Na2HPO4.2H20 - 1,4;
KH2PO4 - 0,2 + 0,05% Tween 20 + 0,5% BSA] e as reacdes inespecificas
foram bloqueadas utilizando soro albumina bovina (BSA solucdo 3% em PBS)
por um periodo de 30 minutos a 37 °C. Adicionou-se 50uL do soro por poc¢o
na diluicdo adequada ao tipo de ensaio, incubando-se a placa por um periodo
de 30 minutos a 37 °C e a seguir lavou-se por trés vezes utilizando-se 200uL
de solucao de lavagem por poco. Adicionou-se entdo 50uL do anticorpo
secundario (imunoglobulinas IgG de cabra conjugadas com enzima peroxidase
produzidas contra imunoglobulinas de coelho, SIGMA CHEMICAL CO., USA)
diluido na proporcao de 1:1000 em PBS. Incubou-se por 45 minutos a 37 °C e
lavou-se os pocos com solucdo de lavagem por 5 vezes. Por fim, adicionou-se
100uL de Signal ABTS (Tampao para ABTS - solucao estoque:1,67g de
tampé&o para ABTS em 10 mL de H,O destilada; solugéo para o substrato:
diluicdo do tampé&o para ABTS 1:10 em H,O destilada acrescentado de 1
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mg.mL"' de ABTS. BOEHRINGER MANNHEIM, Germany). As leituras de
absorbéancia depois do desenvolvimento da reacédo foram realizadas utilizando
um espectrofotometro Labsystem Multskan Plus (Labsystems Oy, Helsinki,
Finlandia) dotado de um filtro de interferéncia de 405 nm. Os dados foram
armazenados e processados pelo programa Labsystems Transmit Multskan Plus
for Windows.

O titulo do anti-soro foi determinado pela construcédo da curva de diluicdo do
anticorpo. As diluicdes realizadas para o teste de titulo do soro bruto variaram
de 1:100 até 1:5.000.

Para a determinacao da especificidade dos anti-soros produzidos, estes foram
testados contra diferentes espécies. A concentracao de células utilizada para a
impregnacao das placas foi de 108 células.mL". Os niveis de reacdo cruzada
foram calculados em funcao das porcentagens de reacao, que por sua vez
foram baseadas nos valores de absorbancia obtidos, considerando-se como
100% as reacoes homodlogas de cada anti-soro e 0% a auséncia de reacao.

Estudos de diversidade com resultados de ELISA

Os valores de densidade 6tica, obtidos por meio da metodologia de ELISA,
foram transformados em porcentagem de reatividade, considerando-se como
100% as reacdes homoélogas de cada anti-soro e 0% a auséncia de reacéao.
Para a analise de agrupamento construiu-se uma matriz de dados com 45 linhas
(bactérias) por 7 colunas (anti-soros). Os valores obtidos com a reacdo de cada
um dos isolados com os diferentes anti-soros foram comparados e a disténcia
entre eles foi estimada pelo coeficiente de Bray —Curts (Ribeiro, 1999),
calculado pela formula Dbc = Sk(Xki-Xkj)/Sk(Xki+ Xkj), onde D é igual a
distancia entre os individuos e Xki representa o valor da reatividade da bactéria
/i com o anti-soro k. Os isolados foram agrupados pelo método das médias das
distancias (Bussabe et al., 1990) e representados graficamente por um
dendrograma (NTSYS-pc, versao 1.8, Exeter Software, USA).

Avaliacédo da diversidade baseada no uso de fontes de
carbono (BIOLOG)

Vérios isolados foram agrupados de acordo a utilizacao de 95 fontes de
carbono diferentes. Essa andlise foi realizada por meio do uso do sistema
BIOLOG.
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Os isolados foram crescidos em meio DYGS sdélido por 16-24 h a 30° C.
Depois desse periodo as col6nias foram retiradas cuidadosamente das placas
com o auxilio de um cotonete e suspendidas em um fluido inoculante (BIOLOG,
1999). Posteriormente ajustou-se a concentracéo das células para 52% de
transmitancia (= 3%) utilizando-se um espectrofotometro com filtro de 590 nm
(BIOLOG Inc., USA). Com o uso de um pipetador multicanal, 150mL dessa
suspensao foram entdo dispostas em cada um dos 96 pocos das microplacas
BIOLOG GN2 (BIOLOG Inc., USA). Essas placas foram tampadas e incubadas
por 16-24 h a 30°C. Depois desse periodo de incubacao, foi avaliado o
padrdo de pocos na cor purpura, que é caracteristico de cada microrganismo,
resultado da utilizacao de diferentes fontes de carbono. A utilizacdo dessas
fontes promove a reducédo de um indicador tetrazolium fazendo com que ocorra
a formacao de cor purpura. De acordo com a utilizacdo dessas fontes, a
similaridade entre diferentes isolados p6de ser comparada por meio de uma
andlise de agrupamento dos dados.

Para a construcdo de uma matriz binaria com os dados obtidos por esse
sistema, foram atribuidos valores de 1 ou O, indicando a utilizagcdo ou nao de
determinada fonte de carbono. Os padrdes de utilizacdo dessas fontes foram
comparados e suas semelhancas estimadas pelo coeficiente “Simple Matching”
(Rohlf, 1994). O agrupamento dos isolados e sua representacao gréfica se
deram de forma semelhante a descrita anteriormente.

Resultados e discussao

Aplicacdo de métodos imunolégicos

Producéo e caracterizacdo da qualidade de anticorpos
produzidos para Azospirillum spp. e Herbaspirillum
seropedicae

Os métodos imunoldgicos tem destacada importancia em estudos de ecologia
microbiana, sendo aplicados em trabalhos diversos, tais como localizacao,
identificacao e andlise de comunidades (Bashan & Holguin, 1997). Para uma
aplicacao eficaz dessas técnicas, os anti-soros devem preencher vérios critérios de
qualidade, tais como reacao cruzada, limite de deteccao etc (Schloter et al., 1994).

Determinacéo dos titulos dos anti-soros
Depois da oitava imunizacao dos coelhos, procedeu-se o teste de titulacdo dos
soros para verificar se a producao de anticorpos havia atingido valores que
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possibilitassem sua utilizacdo em testes posteriores. De acordo com Reis
(1994), soros que apresentam uma absorbancia acima de 0,6 de densidade 6tica
(D.0O.) para diluicdo 1:1000 sao considerados satisfatérios. Esse valor minimo
de D.O. a ser considerado como reacao positiva, denominado de linha ou zona
de corte, é muito varidvel. Segundo Kishinevsky et al. (1993), valores de
absorbancia acima de 0,2 sao considerados positivos. Para Asanuma et al.
(1985), a zona de corte foi definida como sendo duas vezes a leitura do controle
negativo, enquanto que para Fuhrmann & Wollun 1l (1985), valores 50% acima
dos encontrados para o controle negativo eram satisfatérios.

Todos os anti-soros produzidos obtiveram titulos entre 1:100 e 1:5000, com
leitura variando de 3,5 a 0,6 de D.O. (Figura 1). Para a escolha da diluicdo de
trabalho, procurou-se utilizar aquela que fosse a mais reativa, porém, que nao
provocasse um desperdicio desnecessario do anti-soro. Sendo assim, a diluicdo
de trabalho escolhida e utilizada nos testes de ELISA foi de 1:1000.

Determinacao da especificidade dos anti-soros

Foram feitos testes simples de reacdo cruzada entre os soros produzidos e as
espécies estudadas neste trabalho. Silva (1999), afirma que, para soro bruto,
valores percentuais abaixo de 20% podem ser desconsiderados. De fato, quase
todos os soros produzidos e testados contra bactérias de diferentes espécies
apresentaram valores abaixo de 20%, mostrando, portanto, grau satisfatério de
especificidade (espécie especificos). Apenas os soros produzidos contra A.
amazonense estirpes CBAMC e isolado 77, obtiveram valores de reacao cruzada
com A. lipoferum (Sp59) um pouco acima de 20% (Figura 2). Mesmo para
bactérias bastante semelhantes genotipicamente, como aquelas que compde o
género Azospirillum, os soros mostraram boa especificidade.

Estudos de diversidade com resultados de ELISA

No dendrograma construido a partir dos resultados de ELISA indireto, observa-se
grande diversidade entre os isolados, com as estirpes de A. amazonense
formando 5 grupos ao nivel de 65% de similaridade (Figura 3). A formacéao de
grupos com diferentes valores de similaridade pode dificultar a andlise dos
isolados ao nivel taxondémico de espécies. Essa variabilidade encontrada deve-se
ao uso de quatro anti-soros policlonais produzidos contra diferentes estirpes de
A. amazonense, que possibilitaram refletir a diversidade antigénica dos isolados.
A utilizacdo de apenas um anti-soro contra cada uma das espécies testadas,
provavelmente, seria mais eficiente na andlise dos isolados ao nivel de espécie.
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Hartmann & Zimmer (1994) afirmaram que componentes da parede celular de
Azospirillum como proteinas e lipopolisacarideos, podem permitir uma
identificacdo sorolégica ao nivel de espécies ou estirpes com a utilizacao de
anticorpos policlonais ou monoclonais. A técnica de ELISA, juntamente com
outros métodos imunolégicos, foi utilizada para determinar a relacao antigénica
de Arthrobacter, Aureobacterium e outros isolados de solo de diversas regides
(Gray & Mansoor, 1996). O resultado dessas avaliacdes foi utilizado na
taxonomia desses organismos. Ribeiro (1999) agrupou 40 isolados de rizébio
obtidos de nédulos de caupi em solos da Regiao Nordeste, utilizando
resultados de ELISA indireto. Esse autor observou que esses isolados foram
divididos em 10 grupos principais a um nivel de 50% de similaridade.

Observando-se os resultados apresentados nas Figuras 3 e 4 nota-se que, com
a utilizacédo da técnica de ELISA, os sitios experimentais apresentaram certa
influéncia sobre a diversidade dos isolados de A. amazonense. O efeito das
espécies de Brachiaria sobre a diversidade desses organismos néo parece claro.
Nas Figuras 3 e 4 a, pode-se notar que a maioria dos grupos formados sao
relativamente homogéneos em relacao ao sitio experimental de onde foram
obtidos os isolados. Os grupos | (8 isolados), Ill (8 isolados) e IV (3 isolados)
sdo dominados (mais que 65%) por isolados de Goids e o grupo V (5 isolados)
por isolados da Bahia. Apenas no grupo Il (12 isolados), a diferenca entre a
freqiiéncia dos isolados oriundos de cada sitio foi inferior a 10%. A formacao
de grupos com poucos isolados dificultam uma andlise mais conclusiva,
portanto, futuros estudos feitos com um nimero maior de isolados podem
contribuir para um melhor entendimento da relacdo entre a microdiversidade de
A. amazonense e os sitios de coleta com suas diferentes condicoes
edafoclimaticas.

Os solos nos sitios de coleta, Latossolo (GO) e Argissolo (BA), apresentam
diferencas em importantes caracteristicas, como textura e capacidade de
retencado de dgua. Sabe-se que caracteres fenotipicos que atuam como
determinantes antigénicos, como lipopolisacarideos e proteinas da membrana,
sofrem grande influéncia de fatores ambientais, tais como grau de aeracao,
teores de ferro etc (Davies & Quirie, 1996). Também é conhecido o fato de que
teores de argila, nitrogénio e capacidade de retencdo de dgua, podem estar
relacionadas com a viabilidade de bactérias do género Azospirillum no solo
(Bashan et al., 1995a e 1995b). Analisando essas informacdes, podemos
esperar que diferencas quanto ao sitio experimental sejam encontradas.
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Herbaspirillum seropedicae (Z67) Azospirillum lipoferum (Sp59)
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Azospirillum brasilense (Sp7) Azospirillum amazonense (CBAMC)

Azospirillum amazonense “tipo” (27) Azospirillum amazonense “tipo” (37)

Azospirillum amazonense “tipo” (77)

Figura 1. Determinacdo dos titulos dos soros produzidos contra as estirpes de H.
seropedicae (Z67), Azospirillum lipoferum (Sp59), A. brasilense (Sp7), A. amazonense
(CBAMC) e estirpes A. amazonense “tipo” isoladas de Brachiaria spp. (27, 37 e 77).
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Figura 2. Especificidade dos soros produzidos contra as estirpes de H. seropedicae
(267), Azospirillum lipoferum (Sp59), A. brasilense (Sp7), A. amazonense (CBAMC)
e estirpes A. amazonense “tipo” isoladas de Brachiaria spp. (27, 37 e 77).
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Figura 3. Anélise de agrupamento de 41 isolados obtidos da associacdo com trés

espécies de Brachiaria cultivadas na BA e em GO e das estirpes referéncia de
Azospirillum amazonense (Y2), A. brasilense (Sp7), A. lipoferum (Sp59) e
Herbaspirillum seropedicae (Z67), com base na matriz de distancia calculada pelo
indice de Bray-Curts a partir dos dados obtidos com as reacdes de ELISA. Foi utilizado
como critério de agrupamento o método UPGMA.
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Figura 4. FreqlUéncia de isolados de A. amazonense em cada grupo de similaridade,
apresentado na Figura 1, considerando os sitios de coleta (A) e as espécies de
Brachiaria associadas a estes isolados (B). As freqiiéncias foram obtidas dividindo o
numero de isolados proveniente de cada sitio (A) ou espécie (B) presentes no grupo
pelo nimero total de isolados do grupo.

Avaliacdo da diversidade baseada no uso de fontes de
carbono (BIOLOG)

O dendrograma construido com base nos dados de utilizacdo das fontes de
carbono do sistema BIOLOG pelas bactérias avaliadas, agrupou os 32 isolados
de raizes de Brachiaria caracterizados fenotipicamente como A. amazonense
(Figura 5). A similaridade encontrada entre os isolados de A. amazonense e as
duas estirpes referéncia (CBAMC, Y2) foi de no minimo 85%. As outras estirpes
referéncia formaram grupos distintos, para A. brasilense (Cd, Sp7), A. lipoferum
(Sp59) e Herbaspirillum seropedicae (Z67), todos afastados pelo menos 60% de
A. amazonense.

O sistema BIOLOG foi eficaz no trabalho de confirmacéao das avaliagcGes
morfolégicas. O BIOLOG é tradicionalmente utilizado para a identificacao de
bactérias_(Klinger et al., 1992). Toth et al. (1999) utilizou o BIOLOG para
estudar a diversidade nas estirpes de Erwinia carotovora, no entanto, esse foi
incapaz de mostrar uma diferenca clara entre os varios grupos analisados. Esses
autores concluiram que Erwinia carotovora é nutricionalmente homogénea. Ross
et al. (2000), comparando os resultados obtidos com BIOLOG, observaram uma
homologia maior que 90% entre estirpes de Pseudomonas brassicareum e
Pseudomonas thivervalensis.
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Figura 5. Anélise de agrupamento de 32 isolados obtidos da associacdo entre trés
espécies de Bracharia cultivadas na BA e em GO e das estirpes referéncia de
Azospirillum amazonense (Y2 and CBAMC), A. brasilense (Sp7 and CD), A. lipoferum
(Spb9) e Herbaspirillum seropedicae (Z67), com base na matriz de similaridade
calculada pelo coeficiente “Simple Matching” a partir dos resultados do BIOLOG. Foi

utilizado como critério de agrupamento o método UPGMA.

Apesar de sua utilizacao para caracterizacao de espécies, em alguns casos esse
sistema também tem sido utilizado para avaliar a diversidade intra-especifica.
Hildebrand et al. (1993) relacionaram, com a utilizacdo do BIOLOG, estirpes de
Xanthomonas campestris de acordo com sua planta hospedeira. Portanto, em
comparacdo com X. campestris, assim como mostrado para E. carotovora (Ioth
etal., 1999), pode-se considerar que diferentes estirpes de A. amazonense sao
bastante similares nutricionalmente.
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Ao analisar a formacao dos trés grupos formados a 92% de similaridade, nao
observamos efeito do sitio de coleta de onde foram obtidos os isolados, no
entanto, mesmo com a alta similaridade apresentada, pode-se notar uma
influéncia da espécie da planta na sua formacao (Figuras 5 e 6b). Foi observado
que a maioria dos isolados de B. decumbens e B. brizantha estao distribuidos
entre os grupos |l e lll e os isolados de B. humidicola estao concentrados no
grupo |I. Um fato interessante é que B. decumbens cv Basilisk (cultivar de onde
foram obtidos os isolados) é na verdade um ecotipo intermediério entre as
espécies de B. brizantha e B. decumbens (Valle et al., 2000). Enquanto B.
decumbens cv Basilisk e B. brizantha cv Marandu sao tetrapléides, B. humidicola
é hexapléide, segundo Valle et al. (2000), esse tipo de anélise permite inferir
sobre a distancia genética nos acessos de Brachiaria.
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Figure 6. FreqlUéncia de isolados de A. amazonense em cada grupo de similaridade
apresentado na Figura 3, considerando os sitios de coleta (A) e as espécies de
Brachiaria associadas a estes isolados (B). As freqiiéncias foram obtidas dividindo o
numero de isolados proveniente de cada sitio (A) ou espécie (B) presentes no grupo
pelo nimero total de isolados do grupo.

A composicdo de plantas em uma determinada area pode influenciar a
diversidade da comunidade microbiana devido a variabilidade da composicao
quimica de seus exsudatos (Christensen, 1989). Esses compostos influenciam a
comunidade microbiana alterando a composicédo quimica do solo nas vizinhancas
das raizes e servindo como substratos seletivos para o crescimento dos
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microrganismos. Na verdade, a variedade de compostos organicos liberados
pelas plantas tem sido enfatizada como o fator chave de influéncia na
diversidade de microrganismos presentes na rizosfera de diferentes espécies

vegetais (Bowen & Rovira, 1991, citado por Grayston et al., 1998).

Dentre os 95 compostos de carbono que fazem parte do sistema BIOLOG,
quatro deles (D-frutose, D-psicose, Acido acético, Acido férmico) destacaram-se
por serem mais utilizados por isolados de B. humidicola do que por isolados das
outras duas espécies (Tabela 3). Como discutido anteriormente, sabe-se que
diferentes exsudados radiculares oriundos de plantas diferentes, exercem uma
pressao seletiva sobre os organismos da rizosfera, favorecendo isolados com
vias especificas para utilizacao de fontes de carbono que sdo capazes de explorar
diferentes tipos de fonte de carbono. Ross et al. (2000) discutem como um
provével fator evolucionério, que estirpes de uma mesma espécie isoladas de
plantas diferentes tenham adquirido a capacidade de metabolizar diferentes
compostos de carbono.

Tabela 3. Freqliéncia dos isolados de cada uma das espécies de Brachiaria, na
utilizacao de quatro diferentes compostos de carbono.

Compostos de carbono
Origem dos isolados

D-frutose D-psicose Acido acético Acido férmico

B. brizantha (10 isolados) 30% 50% 20% 40%
B. decumbens (8 isolados) 37% 25% 12% 25%
B. humidicola (14 isolados) 71% 64 % 64 % 80%

No trabalho de descricao da espécie Azospirillum amazonense (Magalhaes et al.,
1983), verificou-se que o composto de carbono D-frutose nao era utilizado por
essas bactérias. Porém os resultados aqui apresentados indicam que esta fonte
pode ser utilizada, com destaque aos isolados provenientes de B. humidicola.
Bagwell et al. (1998), relataram que algumas bactérias diazotréficas
(Azotobacter chroococcum, Vibrio diazotrophicus e Rhizobium meliloti)
produziram resultados com o BIOLOG, bastante distintos de seu reconhecido
comportamento fisiolégico. Esses autores acreditam que o meio utilizado para o
crescimento dessas bactérias (Bacto Marine Agar) pode ter sido fator de estresse,
gerando resultados atipicos nos testes por eles realizados.
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A utilizacao de diferentes métodos para avaliacao da diversidade de A.
amazonense mostrou possiveis efeitos exercidos pelo tipo de solo e pelas
espécies de Brachiaria. Na verdade, a andlise dos dados aqui apresentados,
mostram que esses efeitos poderiam ser um reflexo de uma interacao entre a
planta e o tipo de solo, ou mais ainda, da interacdo entre os fatores ambientais
determinados pelo tipo de solo/ambiente (caracteristicas fisicas, quimicas e
bioldgicas), os fatores associados as plantas, principalmente aqueles
relacionados a composicao dos exsudados e estrutura radicular e os fatores
inerentes a bactéria, como resposta quimiotatica, rizocompeténcia e utilizacao
de substratos organicos.

Possivelmente as diferencas encontradas neste trabalho em relacao aos estudos
de diversidade de A. amazonense, podem ser indicados como fatores de
influéncia nas taxas de FBN associadas a essas plantas.

Conclusoes

As andlises de agrupamento realizadas com os resultados da técnica de ELISA e
a utilizacao de fontes de carbono do sistema BIOLOG mostram importante
diversidade intra-especifica dos isolados de A. amazonense.

Os resultados apontam para possiveis efeitos dos tipos de solo/ambiente e
espécie de Brachiaria sobre essa diversidade.
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Utilisation of ELISA and
BIOLOG techniques for
intra-specific diversity
studies with Azospirillum
amazonense strains
isolated from different
Brachiaria species

Abstract — The limitation of nitrogen is considered one of the most important
factors influencing the Brazilian pastures degradation. However there are
evidences that pastures formed by some species of the Brachiaria genus could
be benefited by the biological nitrogen fixation (BNF), guaranteeing a higher
longevity to these pastures. Previous studies showed that the diazotrophic
bacteria found in association with these forage grasses were mainly from the
Azospirillum amazonense species. Since associations between these
microorganisms and plants are generally conditioned by the vegetation, it is
possible that different Brachiaria genotypes can exercise a selective effect on the
Azospirillum populations. The aim of this work was to study the intra-specific
diversity of A. amazonense isolates and to establish possible influences of
different Brachiaria species and edaphoclimatic conditions. The characterisation
of the diversity among these isolates was conducted using serological tests
(ELISA — Enzyme Linked Immunosorbent Assay) and tests of carbon sources
metabolisation (BIOLOG™ ). These methods were capable to show important
information regarding the diversity among the studies isolates of A. amazonense.

Index terms: Biological nitrogen fixation, grasses, pastures.
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