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Introducgao

Na natureza, bactérias diazotroficas de diversos grupos
apresentam ampla faixa de distribuicdo. Estes microrganismos
sd0 conhecidos pela capacidade de fixar o N2 atmosférico
através de um complexo enzimatico, a Nitrogenase. Esta enzima
catalisa o processo de redugdo do nitrogénio atmosférico a NH4+
e para realizar esta transformacdo depende da presenca de
metais, que participam como cofatores, associados a sua
estrutura protéica quaternaria. Atualmente, séo conhecidos trés
tipos de nitrogenase: a cléssica, que depende da presenga de
molibdénio (Mo-dependente), outra em que o vanadio (V)
substitui o0 Mo (V-dependente) e a terceira que so6 tem ferro (Fe-
dependente ou nitrogenase alternativa).

Desde 1932, Bortels ja havia observado que a fixagdo de
nitrogénio pode ocorrer na auséncia de molibdénio, porém sé na
década de 80 essa hipétese foi confirmada. Estudos de
caracterizagdo genética e analise de expressdo protéica em géis
bidimensionais (2D), permitiram estabelecer que os sistemas
alternativos de nitrogenases eram geneticamente independentes
e séo expressos em condi¢des limitantes de Mo (Bishop et al.,
1980; 1986). Azotobacter vinelandii foi o primeiro microrganismo
onde foram caracterizados os trés tipos de nitrogenases (Pau et
al., 1989). A partir destes estudos foi possivel a caracterizagdo de
nitrogenases independentes de Mo em outros microrganismos
encontrados em diversos ambientes (Chien et al., 2000).

Os genes que codificam as proteinas da nitrogenase 1 (ou Mo-
dependente) sdo chamados de nif, 0s genes para a nitrogenase 2
(ou V-dependente) de vnf e no caso da nitrogenase 3 (ou Fe-
dependente ou nitrogenase alternativa) de anf (Masepohl &
Klipp, 1996). A expressdo de cada nitrogenase é controlada pela
disponibilidade dos metais no ambiente. Quando molibdénio esta
presente, somente a nitrogenase 1 (Mo - dependente) é
sintetizada. Na falta deste e na presenga de vanadio, observa-se
a expressado da nitrogenase 2 (V - dependente). Quando ambos
(Mo e V) estdo ausentes, apenas a nitrogenase 3 (nitrogenase
alternativa ou Fe-dependente) é expressa. Neste sentido, para
avaliar a diversidade de bactérias deste grupo funcional no
ambiente e isolar representantes capazes de expressar sistemas
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alternativos (nitrogenase 2 e 3) para fixagdo de nitrogénio
atmosférico devem ser consideradas algumas medidas para o
preparo de vidraria e meio de cultura livres de molibdénio.

O objetivo deste trabalho ¢é detalhar procedimentos
metodologicos que foram introduzidos na rotina de estudos
aplicados a exploragao de bactérias diazotréficas. Desta forma se
espera que o potencial de contribuigdo dos sistemas alternativos
de FBN presentes em diferentes agroecossitemas possa ser
avaliado.

Preparo de vidrarias e descartaveis

Molibdénio é um metal encontrado nos solos em quantidades que
variam entre 0,5 a 5 ppm. Estes teores de Mo correspondem a
soma das diferentes formas em que ele pode ser encontrado no
sistema: soluvel, adsorvido a fragdo coloidal ou retido na rede
cristalina dos minerais primarios e quelado @ matéria organica
(Gupta & Lipsett, 1981).

Uma das condigdes indispensaveis para isolamento de
microrganismos capazes de expressar sistemas alternativos de
FBN é a condugdo de experimentos em vidrarias livres de
residuos de Mo. Em geral, 0 preparo das vidrarias é feito pelo
tratamento dos frascos com solugdes acidas, seguido de etapas
de neutralizagdo e enxagiie com agua bidestilada ou purificada
em sistema de deionizagdo ou Milli-Q. O procedimento utilizado
nos experimentos para preparo das vidrarias foi o descrito por
Kahnert et al. (2000). O procedimento consistiu nas lavagens
consecutivas das vidrarias em solugdo de HCI 3M (3x), NaOH
0,4M (3x) e agua deionizada e purificada em Milli-Q (3x).
Alternativamente, um protocolo descrito por Chien et al. (2000)
também foi utilizado em experimentos de limitagdo de molibdénio,
para tal a vidraria foi lavada com solugdo de HxSO4 1M (2x) e
submetida a varios enxaglies com H20O Milli-Q. Todo o tipo de
vidraria, tais como provetas, pipetas, erlenmeyers, beckers e
outros tipos de frascos utilizados para o cultivo de
microrganismos em meio de cultura livre de Mo devem ser
submetidos ao mesmo tipo de tratamento e, posteriormente,
submetidos a esterilizag&o.
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Preparo de meio de cultura livre de Mo

Outro pré-requisito para isolar microrganismos que expressam
nitrogenases alternativas ou, avaliar o impacto da limitagdo de Mo
sobre o potencial de fixagdo de nitrogénio em bactérias ja
isoladas, é o uso de reagentes de altissima pureza livre de niveis
tracos de Mo (> 1ppm). Alternativamente, alguns reagentes como
fontes de carbono e tampéo podem ser submetidos a um
tratamento para remog&o de tragos de Mo como representado na
figura 1. Como exemplo de preparo de meio de cultura livre de
Mo sera descrito a seguir as etapas realizadas para o preparo do
meio Burk's livre de Mo (Burk’s -Mo), conforme Strandberg &
Wilson (1968).

Etapas de preparo de meios de cultura livres de Molibdénio (- Mo)

Solugdo de Fonte de Carbono Solugao tampao
+ +

hidroxiquinolina hidroxiquinolina

Acidificarl pH~3,5 Acidificar l pH~3,5

Extragéo ¢/ diclorometano 6x Extragdo ¢/ diclorometano 6x

Extracéo ¢/ diclorometano 5x Extracéo ¢/ diclorometano 5x

Solugéo livre de Mo (-Mo) Solugéo livre de Mo (-Mo)

Acrescentar sais
com alta pureza

Solugédo tampéo - Mo

Esterilizar Meio Esterilizar
Figura 1 - Etapas de preparo de esiorsle auvltura livre de Molibdénio

Uma solugdo estoque de sacarose (40 g/ 200 mL de agua
deionizada) 10x concentrada, é colocada em um frasco de 500
mL e acrescenta-se 0,4 g de oc-hidroxiquinolina. Apoés a
solubilizagéo deste reagente antioxidante, a solucéo de fonte de
carbono adquire cor amarela e o pH é ajustado com HCI para
3,5. Esta mistura é submetida a extragdo com aproximadamente
30 — 40 mL de cloroférmio (este reagente pode ser utilizado em
substitui¢do ao diclorometano — que é o reagente recomendado
no protocolo original). O volume do reagente extrator pode ser
variavel e devera formar uma superficie de volume equivalente de
s a V> em relacdo ao fundo do frasco que contém a solugéo a ser
tratada. O processo de extragdo, realizado em capela de
exaustdo, consiste de agitagéo vigorosa até formagédo de solugéo
homogénea entre a fase aquosa e a fase de cloroférmio.

Esta mistura deve ser mantida em agita¢do durante no minimo 2
h. Apds este periodo, o agitador é desligado e a mistura deixada
em repouso para separagao das fases aquosa e de cloroférmio
(20 min aproximadamente). A remogéo da fase de cloroférmio
(maior densidade) € feita em funil de separagao, e a fase superior
remanescente deve ser coletada e submetida a uma nova etapa

de extracdo. Este processo deve ser repetido por 5 vezes
consecutivas. Apds a ultima extragdo, o pH da mistura é ajustado
para pH 7,2 com NaOH ultrapuro (ou KOH ultrapuro). A mudanca
do pH ¢ facilmente detectada pela coloragdo esverdeada que a
solucdo adquire, devido a presenga da oc-hidroxiquinolina, e deve
ser confirmada com uma tira de indicador de pH. Apés o ajuste
do pH, a mistura é submetida novamente, por 6 vezes
consecutivas, ao processo de extragdo de Mo com cloroférmio.
Ao longo dessas extragdes observa-se que 0 complexo formado
pela oc-hidroxiquinolina € 0 Mo, em solugao alcalina, é lavado,
resultando no clareamento da fase aquosa remanescente no funil
de separagdo. Esta fase aquosa é transferida para frasco livre de
Mo e submetida ao borbulhamento com ar comprimido ou N
(filtrado) até a completa exaustdo do cloroférmio residual ainda
presente na solugdo. Para complementar esta solugdo de fonte
de carbono livre de Mo, sais ultrapuros que devem compor o
meio Burk's sdo pesados 0,4 g de MgSQ4, 0,18 g de CaCl; e 2
mg de citrato de ferro, e acrescentados para preparo da solugao
estoque 10x concentrada. Aliquotas devem ser distribuidas em
frascos marcados com -Mo 10x BS (o que significa sais de meio
Burk's contendo sacarose, sem molibdénio). Esta solugdo &
esterilizada em panela de pressdo ou autoclave e pode ser
estocada a temperatura ambiente até o uso.

Para o preparo da solugdo de tampé&o fosfato livie de Mo deve
ser aplicada a mesma estratégia descrita para preparo da
solugdo estoque de -Mo 10x BS, exceto pelo fato da solugéo de
tampao fosfato ser preparada 40 vezes concentrada. Para
preparo de uma solugéo estoque de 100 mL, sdo pesados 0,8 ¢
de KH2POs4 e 3,2 g de KoHPO4 e dissolvidos em agua deionizada.
A esta solugdo adiciona-se 0,1 g de oc-hidroxiquinolina e, as
etapas subsequentes sdo realizadas como apresentado na figura
1. Ao final da ultima extracéo, o pH deve ser ajustado de acordo
com o experimento a ser realizado com solugdes de acido ou
base preparadas com sais ultrapuros. Nenhum outro sal deve ser
acrescentado a esta solugédo tampéao. As aliquotas dessa solugéo
sdo distribuidas em frascos livres de Mo e marcadas como —Mo
40x Burk’s buffer (ou Tampao para meio Burk’s livre de Mo) com
0 pH final indicado no rétulo. A esterilizagdo é realizada
preferencialmente em panela de presséo ou autoclave (cuidando
para que ndo haja contaminagéo dessa solugéo pela presenca de
vapores derivados de outras solugdes que contenham Mo).

Preparo do meio Burk’s 1x (concentragao
de trabalho)

Para preparo de 1 L de meio Burk’s liquido, junte em um frasco
estéril e livre de Mo, 100 mL da solugéo -Mo 10x BS, 25 mL de -
Mo 40x Burk’s buffer (estéril) e complete com agua deionizada
ou Milli-Q (estéril).

Para preparo de meio Burk’s sélido, pesa-se 23 g de Agar de alta
pureza (Agar Noble é recomendado) para preparo de 1 L de meio
de cultura sélido. Alguns cuidados sdo essenciais para o preparo
do meio solido. Primeiro, prepara-se uma solugdo agar-agua.
Para tanto, a quantidade de agar-noble é pesada em relagdo ao
volume de meio solido que sera preparado e acrescenta-se dgua
deionizada, descontando os volumes das solugdes estoques que
deverdo ser adicionadas (-Mo BS e -Mo Burk’s buffer). A
solugdo de agar-agua é autoclavada em panela de pressdo para
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evitar que haja perda de consisténcia devido a hidrélise do agar
nas condigdes de esterilizagdo em autoclave. Para preparo do
meio solido é sé acrescentar as solugdes de -Mo 10x BS e —-Mo
40x Burk’s buffer ao agar-agua liquefeito (aproximadamente
70°C) que ap6s homogeneizado sera distribuido em placas de
Petri.

Validacado da metodologia para o
isolamento de bactérias que expressam
sistemas alternativos de nitrogenases.

O isolamento de bactérias associadas a solos de pastagem
nativa, cobertura natural com grama batatais (Paspalum notatum)
e cultivados com diferentes consércios de leguminosas, hortaligas
e fruteiras foi realizado a partir do uso de meio de cultura Burk’s
livre de Mo. Os sitios de coleta consistiram de 4 diferentes areas
de cultivo do Sistema Integrado de Produgdo Agroecoldgica
(SIPA). Nesta area localizada em Seropédica - RJ, mais
conhecida como Fazendinha do Km 47, sdo aplicadas praticas
agroecolégicas de manejo para produgdo de alimentos. A
estratégia para o isolamento consistiu na coleta de amostras de
solo (0 - 5 cm de profundidade) de cada uma das areas. Foram
inoculados 200 mg de solo em frascos de 50 mL contendo 10 mL
de meio de cultura (ou frascos de 100 mL contendo 20 mL de
meio). O processo de isolamento consistiu em varias etapas de
transferéncias visando o enriquecimento de organismos capazes
de expressar sistemas alternativos de nitrogenase na auséncia
de Mo (Figura 2 e 3).

Durante esta etapa do processo de isolamento, foi observado que
nos tratamentos inoculados com solos das areas 3 e 4, ap6s a 12
transferéncia, ndo houve multiplicagdo de microrganismos nas
condigbes de auséncia de N-combinado e limitagdo de Mo.

processo de isolamento de bactérias fixadoras de nitrogénio em meio livre
de Mo. Cada transferéncia correspondeu a uma diluigéo de 1:1000 do
indculo original (O).

Estes resultados sugerem que as condi¢des de cultivo utilizadas
limitaram a multiplicagdo de microrganismos que apresentam
potencial de expressar sistemas alternativos de nitrogenases.

capazes de se multiplicarem, apds a 4 transferéncia, na auséncia de
nitrogénio em condigées livres de Mo.

Uma outra possibilidade é que o uso de um Unico meio de cultura
pode, devido a limitada oferta de nutrientes, ter sido um fator que
interferiu na avaliagdo da diversidade presente naquelas areas.
Portanto, outros meios de cultivo devem ser testados neste tipo
de estudo.

Ensaios de reducdo de acetileno foram aplicados para testar a
capacidade de fixar nitrogénio, em condigdes livres de Mo, dos
microrganismos que se multiplicaram e foram selecionados ao
longo das transferéncias (Figura 4).

Os resultados obtidos sugerem a presenga de atividade da
nitrogenase nas culturas e podem ser indicadores da expressao
de sistemas alternativos capazes de fixar nitrogénio atmosférico.
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A estirpe de A. vinelandii, utilizada como controle, se manteve
estavel no meio BS-Mo apresentando uma atividade média de
ARA em torno de 20 nmoles h-' mL-", até a 62 transferéncia.

Os resultados obtidos através da técnica de Atividade de
Redugao de Acetileno (ARA) e a presenga de células capazes de
se multiplicarem apds a 62 transferéncia em meio seletivo sem
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Mo indicam a existéncia de microrganismos capazes de fixar o
nitrogénio atmosférico através de sistemas alternativos da
nitrogenase.

Com base nestes ensaios foi evidenciada a presenga de
microrganismos com potencial de expressdo de sistemas
alternativos de nitrogenases no SIPA. Porém, estes dados
precisam ser confirmados através de técnicas moleculares que
permitam a detecgdo ou amplificacdo de genes vnf e anf a partir
dos isolados obtidos.
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