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Apresentacao

sta obra foi preparada para atender a grande demanda de

estudantes e pesquisadores que desenvolvem pesquisas na drea

de fixagdo biologica de nitrogénio no Brasil e na América La-
tina. A pesquisa com bactérias diazotroficas associadas as gramineas
ganhou um grande impulso, principalmente a partir do reconhecimen-
to em nivel mundial, na década de 70, da contribui¢do desta associa-
¢do para o sistema solo/planta. O Centro Nacional de Pesquisa de
Agrobiologia é pioneiro nos estudos com essas bactérias, sendo sua
equipe de pesquisadores responsavel pelo isolamento e identifica¢do
de pelo menos sete novas espécies diazotroficas descritas.

Neste livro, apresentamos os métodos de isolamento e carac-
terizagdo dos principais grupos de bactérias diazotroficas aerdbias e
endofitas, até entdo conhecidos. Além disso, sGo mencionados os mé-
todos de esterilizagdo de raizes, folhas, colmos e sementes, normal-
mente usados nos estudos de isolamento de bactérias diazotrdficas.
Sdo relatados, também, o método de contagem em placas e meio de
cultura semi-solido, assim como os métodos para manutengdo dos iso-
lados. Por fim, sdo apresentadas algumas sugestées de como proce-
der para o isolamento e identificagdo de novas bactérias diazotrdficas.

Esperamos que o conteudo desta obra — que reune os conheci-
mentos praticos adquiridos durante os ultimos 40 anos de pesquisa —
. incentive outros grupos a desenvolverem pesquisa na drea de fixa-
¢do biologica de nitrogénio, que acreditamos sera o alicerce para a
agricultura sustentavel no futuro.
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Introducao Geral

conceito basico de bactérias aerobias diazotroficas, isto ¢,

bactérias que usam N, comao unica fonte de N para seu cresci-

mento, somente incluiu, até a década de 70, bactérias capa-
zes de crescerem em placas sob concentragoes de O, do ar. Essa ca-
racteristica, devido a sensibilidade extrema da nitrogenase ao O,, re-
quer mecanismos que protejam esta enzima contra o (), mesmo que
precisem dele para a respiragao e geragao de ATP. Este mecanismo ¢
conhecido como prote¢do respiratoria, isto ¢, respiragdo extremamen-
te elevada para escoar o O do sitio da enzima nitrogenase. As bacté-
rias desse tipo pertencem aos géneros Azotobacter e Azomonas. ()
muco muito denso das capsulas nos géneros Beijerinckia e Derxia,
por outro lado, oferece uma proteg¢do mecanica contra o (),. Membros
desses quatro géneros formam as unicas bactérias fixadoras de N,
aerobias conhecidas até a década de 70).

A elucidagdo dos mecanismos do funcionamento da nitrogenase
ajudou no desenvolvimento de novos métodos de isolamento de bacté-
rias diazotroficas que ndo possuem mecanismos de proteg¢do contra o
(), e portanto sdo muito mais eficientes em relagdo ao uso de fontes de
C para a fixagdo de N, Essas bactérias foram identificadas como as
que vivem em associagdo, principalmente com as gramineas. Bactéri-
as desse grupo pertencem aos géneros Azospirillum, Herbaspirillum,
Azoarcus e Acetobacter.

Neste livro, sdo descritos os métodos mais eficientes para o
isolamento e identificagdo desses dois grupos de bacltérias.
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MICROORGANISMOS
DIAZOTROFICOS AEROBIOS

1.1- AZOTOBACTER E AZOMONAS

1.1.1- DISTRIBUICAO ECOLOGICA

Dentre as espécies de Azotobacter conhecidas, as mais comuns
sdo A. chroococcum, A. vinelandii e A. paspali, sendo a espécie A.
paspali a mais estudada ecologicamente. Essa espécie apresenta uma
associagdo bastante especifica com a graminea Paspalum notatum cv.
batatais (Dobereiner, 1966). Cerca de 98% de amostras de P. notatum
testadas mostraram a ocorréncia dessa bactéria, principalmente no
rizoplano. Um estudo mais detalhado de sua ocorréncia em outras cul-
tivares de Paspalum confirmou a estreita associagdo com o ecotipo P.
notatum cv. batatais e em menor percentagem com P. plicatum,
P. dilatatum e P. vergatum (Dobereiner, 1970). Essa espécie também
nao foi encontrada em amostras de outras espécies de gramineas e plan-
tas leguminosas (Ddbereiner & Campélo, 1971). A capacidade dessa
bactéria em fixar N, em associagdo com P. notatum cv. batatais foi
estimada em 30kg N/ha/ano através do uso de *'N (Boddey et al., 1983).

Azotobacter vinelandii ocorre, principalmente, em condigdes
de alcalinidade. Tem sido encontrada em solos calcarios e em amostras
de agua corrente, ocorrendo tanto em condigdes temperadas como tro-
picais (Becking, 1991). A. chroococcum também € bastante comum
em solos com pH alcalino (acima de 6,5), ocorrendo tanto em solos de
clima tropical, como temperado (Becking, 1991).

Azomonas spp tém sido encontradas em habitats de agua cor-
rente. Existe somente um relato na literatura sobre a ocorréncia de uma
espécie desse género em solo (Becking, 1991).
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1.1.2 - ISOLLAMENTO

O meio de cultura mais freqiientemente usado para o 1solamen-
to de Azotobacter spp. ¢ Azomonas spp. ¢ o meio LG (item 7.1). Geral-
mente usam-se amostras de solo peneirado em tamiz bem fino ou mes-
mo solo de rizosfera seco ao ar. Cerca de 100mg do solo sao espalha-
dos com uma espdtula na superficie das placas. contendo o meio LG
ou no caso de diluicoes seriadas das amostras, 0.1ml de cada diluigao
¢ espalhado com a al¢a de Drigalski. As placas sao entao incubadas a
30 ”C ¢ avaliadas durante uma scmana.

Colonias de A. chroococcum aparecem 24 horas apos a incuba-
¢ao ¢ se tornam pretas apos trés a cinco dias. Colonias de A. vinelandii
¢ Azomonas sao semelhantes, mas nao se tornam escuras como as co-
Ionias de A. chroococcum. Ja colonias de Azotobacter paspali apare-
cem apenas 48 horas apos a incubagao e se tornam amareladas em fun-
¢ao da assimilagao do azul de bromotimol ¢ da acidificagdo do meio
(Fig. 1). A purificagao dessas bactérias geralmente é possivel apos a
riscagem das colonias em novo meio LG.

FIG. 1. Colonias de bactérias da espécie Azotobacter paspali em meio
de cultura LG inoculado com amostras de solo de rizosfera

de Paspalum notatum cv. batatais.
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[.1.3 - CARACTERIZACAO

Células de A. chroococcum ¢ A. vinelandii sao grandes
(3xSpm) ¢ ocorrem aos parcs, poré¢m sao pouco moveis. Ccélulas de A.
paspali sao mais moveis, com flagelos peritriqueos ¢ tornam-se longas
atingindo 10 a 15um de comprimento ¢ 2pum de largura (Fig. 2).
Azomonas spp. ocorrem aos pares, individualmente ou em aglomera-
dos ¢ geralmente apresentam plecomorfismo (2,0pum ou mais de diame-
tro ¢ comprimento varidvel). Outras diferengas morfoldgicas e fisiolo-
gicas entre espécies desse grupo sao apresentadas na Tabela 1.

FIG. 2. Células bacterianas da espécie Azotobacter paspali vistas ao
microscopio optico.

1.2 - BEIJERINCKIA E DERXIA
1.2.1 - DISTRIBUICAO ECOLOGICA

Beijerinckia spp. t€m sido encontradas em solos de clima tropical
(Dobereiner & Ruschel, 1958), subtropical e temperado (Saubert &
Grobbelaar, 1962; Aradjo, 1970), assim como em regides polares
(Jordan & McNicol, 1978). Apesar de ser muito comum a ocorréncia
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desse género em diversos solos. Beijerinckia spp. t€ém sido encontra-
das em associagdo principalmente, com cana-de-agucar (Dobereiner &
Alvahydo. 1959). onde a presenga dessa bactéria foi verificada em 95%
das amostras de solos coletados, contra somente 62% dos solos sob
outras vegetagoes. Outros estudos da ocorréncia dessa bactéria mostra-
ram um aumento de cerca de 20 vezes na rizosfera e de 50 vezes no
rizoplano de raizes de plantas de cana-de-agticar (Dobereiner, 1961).

Derxia spp. tém sido isoladas de raizes de arroz e outras plantas
em solos geralmente alagados e ricos em matéria organica (Campélo &
Débereiner, 1970), porém nenhuma interagao planta/bactéria fo1 ainda
demonstrada. Sua ocorréncia parece restrita aos tropicos (Becking,
1991).

1.2.2 - ISOLAMENTO

O isolamento de Beijerinckia spp. € feito em placas contendo o
meio de Silica-Gel (item 7.2). Amostras de solo seco ao ar e peneirado
em tamiz de malha fina sdo semeadas sobre as placas (20 a
100mg/placa) que sao incubadas por dez dias a 30 °C (Fig. 3).

FIG. 3. Colénias de bactérias da espécie Beijerinckia indica em placa
de Silica-Gel inoculada com amostras de solo da rizosfera
de cana-de-agicar.
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Beijerinckia indica forma coldnias brancas que crescem rapi-
damente (Fig. 4). Ja a Beijerinckia fluminensis forma coldnias muito
menores, secas e que se tornam ligeiramente beges (Fig. 5). Estimati-
vas do nimero de Beijerinckia somente podem ser feitas em microco-
I0nias, ja que € dificil separar as células que ocorrem no solo.

4

N

FIG. 4. Colonias de bactérias da espécie Beijerinckia fluminensis
em placa de Silica-Gel inoculada com amostras de solo da
rizosfera de cana-de-acicar.

FIG. 5. Colonias isoladas de bactérias da espécie Beijerinckia
fluminensis em placas de Silica-Gel.
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O isolamento de Derxia spp. ¢ feito em meio LGD (item 7.3).
Amostras de solo de rizosfera seco ao ar sdo peneiradas em tamiz de
malha fina, espalhadas sobre as placas ¢ incubadas até sete dias. As
placas podem ser também inoculadas com pedagos de raizes. Parece
que tanto as raizes como as amostras de solo possuem suficiente N
para dar origem a formagdo de colonias capazes de fixar N (Fig. 6).
Inicialmente, as colonias sdo pequenas ¢ brancas, mas apos alguns dias,
s¢ tornam marrons ¢ comeg¢am a crescer demasiadamente devido a for-
magdo de capsulas mucosas, cuja fungdo € proteger a nitrogenase
contra o O,. Derxia gummosa ¢ mais facilmente i1solada apos a incuba-
¢do a 35°C por sete dias. Para purificagdo final, colonias inteiras sio
colocadas em agua por duas horas, para amolecimento das capsulas e
depois homogeneizadas e riscadas em placas de LGD (item 7.3), onde
dois tipos de colonias se formam: 1) colonias pequenas e ligeiramente
beges, que ndo prosseguem o crescimento devido a falta de capacidade
de fixar N,: 2) colonias grandes de cor marrom, que sdo capazes de
fixar N, (Fig. 7). A incubagdo de placas com colonias pequenas em pO,
reduzido (0,05% Atm O,) permite a fixagdo de N, tornando as coldnias
grandes e marrons (Campélo & Ddobereiner, 1970). A melhor estimati-
va do numero de Derxia presente nas amostras parece ser a avaliagdo
da percentagem de granulos de solo ou pedacinhos de raizes contendo a
bactéria.

1.2.3-CARACTERIZACAO

Cé¢lulas das duas espécies de Beijerinckia possuem 1 x 3um e
contém dois globulos refratarios de gordura que podem ser identifica-
dos pela coloragdo com Sudan Black. Células de B. fluminense
aparecem empacotadas em envelopes de Zoogléias (Fig. 8).

As c€lulas de Derxia medem de3a 6 x 1 a 1,2um e ocorrem
individualmente ou em pequenos anéis, podendo ocorrer pleomorfismo
com a idade e o0 meio de cultura utilizado. Contém pequenos granulos
de Poli-Hidroxi-Butirato (PHB). Outras diferengas fisiologicas desse
grupo sdo apresentadas na Tabela 1.
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FIG. 6. Colonias de bactérias da espécie Derxia gummosa em meio
de cultura LGD inoculado com pedagos de raizes de plantas
de arroz.

FIG. 7. Colonias de bactérias da espécie Derxia gummosa em meio
de cultura LGD com e sem N-combinado.
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Tabela 1.

Caracteristicas fisiologicas que diferenciam as
bactérias aerdbias fixando N, sob ar.

Azotobacter A. paspali’® Azomonas Beijerinckia Derxia
SPP- SPP- SPPp- SPPp-

Célula
>1,5x3um

Cistos

Pelicula
superficial
meio liquido

Fonte C

para FBN:
amido
glucose ou
frutose
sacarose

Produgio de

dcido de:
glucose,
sacarose e
frutose

NO:‘-_>N02.

Temperatura
6tima (°C)

pH étimo

+
&
&
+
-

+ - + +/- -

25-32 30-35 25-32 25-30 25-35

6,5-8,0 55-7,8 6.5-7.5 4,5-6,0 55-8,0

“esta espécie se associa especificamente com P. notatum

+ caracteristica presente; - caracteristica ausente



FIG. 8. Células bacterianas da espécie Beijerinckia fluminensis
vistas ao microsc6pio éptico.

1.3 - AZOSPIRILLUM SPP
1.3.1 - PRINCiPIO DA METODOLOGIA

O descobrimento das cinco espécies de Azospirillum se deve a
introducdo de meios Semi-Solidos sem N, onde essas bactérias, devi-
do a sua caracteristica de aerotaxia, se deslocam para a regido do meio
de cultura onde a taxa de difusdao de O, estd em equilibrio com a taxa
de respira¢do das bactérias. Nessa faixa, formam-se peliculas em for-
ma de véu (Fig. 9), inicialmente 5 a 10mm abaixo da superficie, mo-
vendo-se em direcdo a superficie, quando as células atingem numero
suficientemente elevado, para escoar o O, excessivo que se acumula
em volta das mesmas, ativando assim a nitrogenase (Fig. 10).

19



FIG. 9. Detalhe da formacao de
véu caracteristico de
bactérias do género
Azospirillum, em meio

NFb Semi-Solido.

Y Azospirillum sp.g |

FIG. 10. Detalhe da pelicula caracteristica de bactérias do género
Azospirillum formada em meio NFb Semi-Sélido.
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1.3.2 - DISTRIBUICAO ECOLOGICA

Das cinco espécies de Azospirillum atualmente 1dentificadas,
as mais estudadas sao A. lipoferum e A. brasilense. Elas ocorrem em
grande abundancia, principalmente em regides tropicais, em associa-
¢do com gramineas forrageiras (Dobereiner & Day, 1976), milho (Biilow
& Dobereiner, 1975), trigo (Baldani et al., 1983), arroz (Baldani, 1984)
e sorgo (Pereira et al., 1989). Nimeros na faixa de 10° células/g raizes
e solo, foram encontrados durante o ciclo vegetativo de milho e sorgo
cultivados em condigdes tropicais (Dobereiner, 1978). Valores simila-
res também foram observados em solo e raizes de plantas de clima
temperado (Reynders & Vlassak, 1976).

A espécie A. amazonense foi inicialmente isolada de gramineas
forrageiras e pupunha nativa da Regiao Amazonica (Magalhaes et al.,
1983). Posteriormente, essa bactéria foi encontrada em numeros bas-
tante similares aos observados para as espécies anteriores, em solo da

rizosfera e raizes de arroz, milho e sorgo cultivados na Regiao Centro-
-Sul do Brasil (Baldani, 1984).

A espécie A. halopraeferans foi isolada da graminea Kallar
Grass (Leptochloa fusca) crescida em solos salinos do Paquistao
(Reinhold et al., 1987). Sua ocorréncia parece estar restrita a essa plan-
ta, ja que tentativas de 1solamento dessa espécie em outras plantas de

regides com solos salinos no Brasil nao tiveram sucesso (Reinhold
et al., 1988).

A espécie A. irakense fol inicialmente isolada de plantas de ar-
roz crescidas no Iraque (Khammas et al., 1989). Nao ha relato da
ocorréncia dessa bactéria em outras gramineas e em outros paises.

1.3.3 - ISOLAMENTO

As espécies A. lipoferum, A. brasilense € A. irakense sao isola-
das em meio NFb Semi-Solido (item 7.4). A espécie A. halopraeferans

pode ser 1solada em meio NFb modificado pela adi¢ao de NaCl e pH
alcalino.
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Para isolar A. brasilense e A. lipoferum o meio NFb Semi-Soli-
do € inoculado com 0.1ml de suspensao de solo ou raizes lavadas ou
esterilizadas (ver item 3.1) de plantas e incubado a 35 °C por quatro a
sete dias. Quando a pelicula fina atingir a superficie, transfere-se com
uma al¢a de platina uma quantidade da cultura para novo meio NFb
Semi-Sélido e incuba-se na mesma temperatura, até que um novo veéu
seja formado. Nessa fase, as culturas sao riscadas em placas contendo
meio NFb Solido (15g agar/litro) acrescido de 20mg de extrato de
levedura. Apos a incubagao por trés a cinco dias, colonias dessas duas
espécies aparecem pequenas, secas € brancas (Fig. 11). Para purifica-
¢ao final, essas coldnias sao transferidas para novo meio NFb Semi-
-Solido e, apos a formagao de véu, sao riscadas em placas de meio
Batata (item 7.5). As colonias formadas nesse meio sao, inicialmente,
branco-amareladas, tornando-se roseas, pequenas e estruturadas apos
uma semana de incubagao a 35 °C (Fig. 12). Uma colonia de cada pla-
ca € novamente repicada para NFb Semi-Sdlido para caracterizagao da
espécie (item 1.3.4) e estocagem (item 5).

FIG. 11. Colénias isoladas das espécies Azospirillum lipoferum em
meio de cultura NFb acrescido de extrato de levedura.
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FIG. 12. Colonias de bactérias da espécie Azospirillum lipoferum
em meio de cultura Batata.

A. irakense ¢ isolada usando-se, basicamente, 0 mesmo proce-
dimento anterior, sendo que a temperatura de incubagéo ¢ de 33 °C, em
vez de 35 ”C. As coloOnias apresentam-se transparentes, convexas, com
margem regular e tamanho de 1mm, apos quatro dias em placas com
mei1o NFb.

A. halopraeferans também pode ser 1solada com o procedimen-
to anterior, sendo que o meio contém 1,5% de NaCl e a temperatura de
incubagao ¢ de 41 °C.

A. amazonense € 1solada em meio LGI (item 7.6). Da mesma
forma que para as espécies descritas anteriormente, pode-se isolar e¢ssa
espécie de frascos com meio de cultura LGl Semi-Sélido, inoculados
com dilui¢oes seriadas de raizes e solo da rizosfera das mais diferen-
tes gramineas. Peliculas finas formam-se na superficie do meio LGI
Semi-Sélido, cinco a sete dias apds a incubagao a 32 °C. Estas sdo
entao repicadas para novo meio LGI Semi-Sdlido e, apés o crescimen-
to, riscadas em placas com o mesmo meio LGI, acrescido de 20mg de
extrato de levedura e 20g de agar/l. As colonias formadas nesse meio,
apos cinco dias, sao pequenas, brancas e estruturadas (Fig. 13). Estas
sao outra vez transferidas para novo meio LGI Semi-Solido e, apos a



formagdo da pelicula, riscadas em placas com mcio Batata
(item 7.5). onde essa espécie forma colonias grandes (at¢ Smm) bem
distintas. de coloragdo branca, achatadas ¢ com as bordas clevadas. A
forma da colonia pode ser alterada de acordo com a fonte de C ¢ N
usada (Fig. 14). Uma colonia de cada placa € novamente repicada em
meio LGI Semi-Solido, para confirmagio da espécie (item 1.3.4) € pos-
terior estocagem (item 5).

As espécies de A. lipoferum e A. brasilense podem tambeém ser
crescidas em meio NFb Liquido com NH,CI (l1g/l) enquanto ¢
A. amazonense cresce muito bem em meio LGI, contendo KNO, (1g/1).

FIG. 13. Colonias de bactérias da espécie Azospirillum amazonense
em meio de cultura LGI acrescido de extrato de levedura ou
glutamato.

24



FIG. 14. Colonias de bactérias da espécie Azospirillum amazonense
em meio Batata com malato, glucose e mistura de malato ¢
sacarose.

1.3.4 - CARACTERIZACAO

As culturas puras de A. lipoferum e A. brasilense devem ser
repicadas para meio NFb Semi-Solido e incubadas por 48 horas a 35 °C.
As células de A. brasilense podem ser identificadas como bastonetes
curvos, moveis, com 1 x 3 a Sum, mesmo apos o meio tornar-se alcali-
no. Células novas de A. lipoferum sio idénticas, mas quando o meio
torna-se alcalino, as c¢lulas ficam grandes, pleomorficas e imoveis (po-
dendo ter 10pm de comprimento e 3 a Spum de espessura). As duas espé-
cies também podem ser identificadas pelo crescimento em meio com
glucose, onde somente a espécie A. lipoferum € capaz de usar a glucose
como unica fonte de C.

A espécie A. irakense € caracterizada pelo crescimento em meio
NFb Semi-Solido com até 0,3% de NaCl e pH alcalino (7,0 a 8,5).
Cé¢lulas em meio Nutrient Broth podem alcangar o tamanho de 20pm.

A. halopraeferans € identificada pelo crescimento em temperatura
de 41 °C e tolerancia as condigdes salinas. As células podem alcancgar
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o tamanho de 1.2pum x 0.7 a | . 4pm de espessura quando o meio torna-
-s¢ alcalino.

A. amazonense € caracterizada pela habilidade de usar sacarose
como unica fonte de C (algumas estirpes de 4. lipoferum também cres-
cem em presenga de sacarose). As células dessa espécie possuem
tamanho de 0.9 x 3 a 4um em meio LGI.

Outras caracteristicas fisiologicas e morfologicas que distin-
guem essas espécies estdo resumidas na Tabela 2.

As espécies de Azospirillum também podem ser separadas
através do uso de sondas de oligonucleotideos, desenvolvidas para cada
espécie (Tabela 3).

Tabela 2. Caracteristicas fisiologicas diferenciais de Azospirillum spp.

A. A A A A
brasilense lipoferum amazonense irakense halopraeferans
Células '
pleomorficas - + + + +
NO,—>NO, + + + + +

Fixagdo de N, :
glucose - + + * -

sucrose e
maltose - - + + -

myo-inositol - # + - n.d.

hidrolise
de pectina - . . + .

Temp. 6tima
(°C) 32-37 32-37 32+ 31 30-33 41
pH étimo 6,0-78 5,7-68 57-6,5 64-6,7 6,8 - 8,0

n.d. ndo-determinado;
+ caracteristica presente; - caracteristica ausente.
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Tabela 3. Seqiiéncias derivadas da 23S — rRNA usados para o
desenvolvimento de sondas de oligonucleotideos®.

Nome Seqiicncia de Temperatura de
Nucleotideo dissociagio ("C)
AA-Oligo 5'- GTG TGC CAT GGA GGT GT-3' 54
AB-Oligo 5'- GCC CGG CTG GGG ACC C-3 60
AH-Oligo 5'- AGC GTG CTG CGG CGA-3' 32
AL-Oligo 5'- TAG CCC CGC CTT ATA-3 46
Al-Oligo 5'- CTG AAA ACC AGT ATG C-3' 46
AZO-Oligo 5'- CCC WGG AAA YAG CCC C-3 52-53
HS-Oligo 5'- GTCCCG GTTTTT GCA TCG A-3" 58
HR-Oligo 5'- TAGTCG GTTTTT GCA TCG A-3' 54
AD-Oligo 5'- ATCCGG CTT TTG GCG CA-3' 54

a - Adaptado de Kirchhof & Hartmann (1992) ¢ Hartmann ¢t al.  (1993).
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2

MICROORGANISMOS
DIAZOTROFICOS ENDOFITICOS

2.1 - PRINCIPIO DA METODOLOGIA

Em contraste com as bactérias diazotroficas aerobias descritas
acima, Herbaspirillum spp., Azoarcus spp. € Acetobacter
diazotrophicus, sdo bactérias endofiticas obrigatorias e portanto devem
ser isoladas, principalmente de suas plantas hospedeiras. Essa caracte-
ristica, descoberta recentemente, parece ser a chave paraexplicar a con-
tribuigdo de fixagdo de N, muito mais eficiente das associagoes
endofiticas, especialmente nos tropicos, do que das associagoes
rizosféricas.

2.2 - HERBASPIRILLUM SPP
2.2.1 - DISTRIBUICAO ECOLOGICA

H. seropedicae tem sido isolado de um grande nimero de amos-
tras de raizes, colmos e folhas de gramineas, mas nio de outras familias
de plantas (Olivares et al., 1993). Nao ha descri¢do da ocorréncia dessa
espécie em outros paises, com excegdo de um isolado obtido de cana-de-
agucar cultivada no Havai.

A outra espécie do género, H. rubrisubalbicans, até entdo co-
nhecida como Pseudomonas rubrisubalbicans (Gillis et al., 1991,
Pimentel et al., 1991), € considerada um patégeno que causa a chama-
da Estria Mosqueada em algumas variedades de cana-de-agticar plan-
tadas nos EUA, mas ndo nas variedades cultivadas no Brasil. Estudos
de sua ocorréncia, realizados no Brasil, mostraram que essa espécie s6
foi isolada de plantas de cana-de-agticar, mesmo de variedades resis-
tentes a essa doenga, onde ndo ha o aparecimento do sintoma.



As duas espcécies de Herbaspirillum sio melhor isoladas atra-
veés da inoculagdo de meio Semi-Solido INFb (item 7.7) com diluigoes
seriadas de 107 a 107 de amostras de raizes, colmos ou folhas de cere-
ais ou de gramineas forrageiras plantadas com baixos niveis de N (/1
seropedicae) ou de cana-de-agucar (H. rubrisubalbicans). O crescimento
de Herbaspirillum spp. é observado através de peliculas finas, idénti-
cas as de Azospirillum spp., mas o exame ao microscopico revela célu-
las em forma de bastdo muito menores (0.6 a 0,7um x 3 a Sum), em
geral, ligeiramente curvadas, mostrando movimento espiraloide apenas
quando proximas de bolhas de ar. O procedimento para isolamento e
purificagdo de estirpes de Herbaspirillum spp € praticamente idéntico
ao de Azospirillum spp. Em placas de meio JNFb, as coldnias sdo pe-
quenas e inicialmente brancas, tornando-se seu centro azulado com uma
semana de incubagdo. Essa caracteristica pode ser mais evidenciada
usando-se o meio NFb contendo trés vezes a concentra¢do de azul de
bromotimol, caso maior (Fig. 15). Em placas de meio Batata, as coloni-
as sdo umidas e pequenas, com centro marrom (Fig. 16) e produzem

FIG. 15. Coldnias de bactérias do género Herbaspirillum em meio de
cultura NFb contendo trés vezes a concentracio de azul de
bromotimol e acrescido de extrato de levedura.
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FIG. 16. Colonias de bactérias do género Herbaspirillum em meio de
cultura Batata.

um cheiro caracteristico. Apds a purificagao final, as colonias sao esto-
cadas de acordo com o item 7. Crescimento em meio liquido pode ser
feito em meio JNFb acrescido de NH,Cl (1g/1).

2.2.3 - CARACTERIZACAO

As duas espécies de Herbaspirillum sao bastante semelhantes e
podem ser diferenciadas através do uso das fontes de C N-acetil-
-glucosamina e meso-eritritol. A espécie H. seropedicae é capaz de
usar N-acetil-glucosamina como unica fonte de C, sob condig¢des de
fixacao de N (em meio JNFb Semi-Sélido sem acido malico), enquan-
to H. rubrisubalbicans usa meso-eritritol somente em meio com N mi-
neral. As duas espécies podem também ser separadas, através do uso
de sondas de oligonucleotideos, desenvolvidas para separar H.
seropedicae de H. rubrisubalbicans (Tabela 3). Outras caracteristicas
morfoldgicas e fisioldgicas do género estao na Tabela 4.



2.3 - AZOARCUS SPP
2.3.1 - DISTRIBUICAO ECOLOGICA

Este género tem sido encontrado em associagao com a graminea
Kallar Grass (Leptochloa fusca) que ocorre no Paquistao (Reinhold
et al., 1993). Nao ha, na literatura, nenhum outro relato da ocorréncia
desse género, em associa¢do com outras gramineas ou em
outros paises.

2.3.2 - ISOLAMENTO

O isolamento das espécies desse género pode ser feito em meio
NFb Semi-Sdlido, usando-se dilui¢oes seriadas de amostras de raizes,
colmos e folhas, incubadas a temperatura de 37 a 40 °C. As demais
etapas do isolamento e purificagao sao idénticas aquelas para
Azospirillum e Herbaspirillum. As coldnias ficam amareladas no meio
NFb. Essas colénias adquirem um amarelo mais intenso, quando o
malato (5g/1) do meio NFb é substituido por 5ml/1 de etanol.

2.3.3 - CARACTERIZACAO

O género Azoarcus é composto de trés espécies denominadas
A. communis, A. indigens e Azoarcus sp. As células de Azoarcus ocor-
rem individualmente ou aos pares, com tamanho variado (0,4 a
1,0pum x 1,1 a 4,0um) e ligeiramente em forma de S. Podem alcangar
tamanhos de 8 a 12um, quando crescidas em meio liquido ou Semi-
Solido, com N (Reinhold et al., 1993). As espécies podem ser diferen-
ciadas através do uso de dcido p-amino benzdico (A. indigens) e uso de
citrato e D-alanina (A. communis). A espécie Azoarcus sp € constituida
de diversas estirpes que nao apresentam caracteristicas em comum e
desse modo foram incluidas no género, como Azoarcus sp. Outras ca-
racteristicas morfolédgicas e fisiologicas diferenciais do género sao apre-
sentadas na Tabela 4.
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2.4 - ACETOBACTER DIAZOTROPHICUS
2.4.1 - DISTRIBUICAO ECOLOGICA

Esta espécie é a unica do género capaz de fixar N,. Sua ocor-
réncia é bastante restrita e tem sido encontrada em associagao, princi-
palmente, com plantas que se propagam vegetativamente como a
cana-de-agucar, batata-doce e capim Cameroom (Dé6bereiner, 1992). A
grande maioria dos isolados foi obtida de plantas de cana-de-agucar
cultivadas nas diversas regides do Brasil, embora haja dados sobre sua
ocorréncia em outros paises, tais como, Uruguai, Australia, Cuba, Africa
do Sul e México (Li & MacRae, 1992; Caballero-Melado & Martinez-
Romero, 1994).

2.4.2 - ISOLAMENTO

Essa espécie ¢ isolada em meio LGI-P Semi-Sélido, que con-
tém uma alta concentragdo de sacarose (item 7.8). Aliquotas de
diluigdes seriadas de amostras de raizes, folhas e colmos das plantas
testadas sdo inoculadas no meio LGI-P e incubadas a temperatura de
30 °C. Apos sete a dez dias, ocorre a formagdo de uma pelicula de cor
laranja, sendo que o meio abaixo da pelicula fica incolor, devido a assi-
milagdo do azul de bromotimol pelas bactérias (Fig. 17). A pelicula é
entdo riscada em placas, contendo o meio LGI-P Sélido, acrescido de
20mg de extrato de levedura que em seguida sdo incubadas a 30 °C por
uma semana. Neste meio, as colonias formadas sdo pequenas e de cor
laranja (Fig. 18). A purificagdo é feita em meio Batata-P (item 7.9),
onde as colonias formadas sdo inicialmente claras e umidas, tornando-
se de coloragdo chocolate apos sete a dez dias de incubagdo, a 30 °C
(Fig. 19). Da mesma maneira que as demais bactérias mencionadas,
colonias individuais sdo estocadas de acordo com o descrito no item 5.
Cultivo em meio liquido pode ser feito em meio LGI ou LGI-P, acres-
cido de extrato de levedura (100mg/l) ou (NH,),SO, (10 mM).
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FIG. 17. Pelicula caracteristica de bactérias da espécie Acetobacter
diazotrophicus em meio de cultura Semi-Sélido LGI-P.

FIG. 18. Colonias de bactérias da espécie Acetobacter diazotrophicus
em meio de cultura LGI-P acrescido de extrato de levedu-
ra.
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FIG. 19. Colénias de bactérias da espécie Acetobacter diazotrophicus
em meio de cultura Batata-P.

2.4.3 - CARACTERIZACAO

As células de A. diazotrophicus possuem tamanho de 0,7 a
0.8 x 2 a 4um e nao apresentam movimento espiralado. Possuem alta
tolerdncia osmoética e crescem em pH bastante baixo (até pH 3). Essa
espécie pode também ser identificada através do uso de sondas de
oligonucleotideos (Tabela 3). Outras caracteristicas dessa bactéria es-
tao resumidas na Tabela 4.
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Tabelad. Caracteristicas fisiologicas diferenciais de bactérias
diazotroficas endofiticas.

Herbaspirillum
-------------------------------------- Azoarcus  Acetobucter
seropedicae  rubrisubalbicans  spp. diazotrophicus
Coloragdo
das colonias:
amarelo em NFb - - + -
marrom em Batata-P - - - +
Células vibrioides + + % -
Pelicula em forma
de véu:
meio Semi-Solido + 4 * .
N()'_‘_>NO'2 + + - Y
Atividade de
N,-ase com NO', - - - +
Fixagdo de N,
glucose + # . +
sucrose - - - -
Fonte de C para cresci-
mento com N mineral:
N-acetylglucosamine + - - n.d.
Meso-erythritol - + - n.d.
Temperatura 6tima (°C) 34 30 37-40 30
pH étimo 5,3-8,0 5,3-8,0 6,5-6,8 45-5,8

n.d. ndo-determinado;
+ caracteristica presente; - caracteristica ausente.



3

PROCESSO DE ESTERILIZACAO
3.1- RAIZES, CAULES E FOLHAS

As raizes de plantas coletadas no campo sdo primeiramente la-
vadas em agua corrente para a retirada completa dos residuos de solo
ndo liberados pela agitagao manual (solo da rizosfera) e cortadas em
pedagos de aproximadamente 10cm. Em seguida, sdo secas em papel-
toalha, para a retirada do excesso de agua e procede-se a pesagem do
material (10g), no caso de se fazer a dilui¢do seriada das amostras.

A esterilizagdo das raizes consiste primeiramente na imersio
destas em solugdo de cloramina-T a 1% (C,H,CINNaO,S;H,0). O tem-
po de esterilizagdo varia de acordo com a idade e o tipo de planta e
devem portando ser ajustados. Normalmente, raizes de milho e sorgo
na fase de floragdo sdo esterilizadas por 30 minutos a uma hora, en-
quanto arroz e trigo suportam de cinco a quinze minutos de esteriliza-
¢d0. As raizes sdo retiradas da cloramina-T e colocadas em frascos
contendo dgua destilada por dez minutos ou 1/3 do tempo da exposigédo
a cloramina-T. Em seguida, s@o transferidas para uma solugdo tampao
fosfato 0,05 M (pH 7,0) e posteriormente lavadas em agua destilada.
Essas duas ultimas etapas terdo o mesmo tempo de exposi¢do da etapa
anterior, perfazendo-se um total de tempo igual ao de exposi¢do a subs-
tancia esterilizante. As raizes que ndo passam pelo processo de esteri-
lizagdo permanecem em agua destilada durante 0 mesmo tempo da este-
rilizagao. Um exemplo da eficiéncia do processo de esterilizagdo de
raizes de milho € apresentado na Fig. 20, onde a pelicula caracteristica
de Azospirillum formou-se somente apo6s o esmagamento das raizes
que permaneceram 48 horas em meio NFb Semi-Solido, com as pontas
vedadas com parafina.
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As folhas e colmos sao lavados em dgua corrente, secos em
papel-toalha e esterilizados superficialmente, através do uso de algo-
dao embebido em alcool.

3.2 - SEMENTES

Os métodos de esterilizacao de sementes sao bastante variados
¢ nem sempre se consegue eliminar todas as bactérias presentes. Desse
modo, o método utilizado deve ser adequado para cada tipo de semen-
te. Apresentamos dois métodos de esterilizagao que utilizamos em nosso
laboratorio, um para arroz e outro para trigo.

FIG. 20. Demonstrac¢ao da efi-
ciéncia do processo de
esterilizacao de raizes de
milho. Pedacos de raizes
esterilizados e com as
suas pontas vedadas
com parafina foram
inoculados em meio de
cultura NFb Semi-Séli-
do.
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CONTAGEM DE MICROORGANISMOS
DIAZOTROFICOS

Solo da rizosfera (10g) é normalmente homogeneizado com
90ml de solugdo salina (item 7.11) ou solugao de sacarose ou agticar
cristal a 4%, durante 20 minutos. Raizes lavadas e esterilizadas, colmos
¢ folhas na quantidade de 10g sao triturados em liquidificador, com
uma das duas solugoes (salina ou sacarose) por um a dois minutos. Em
seguida, sao feitas diluigoes seriadas das amostras em solugao salina
ou de sacarose (10'2 a 10'7).

4.1 - Meio Semi-Solido

A contagem em meio Semi-Solido ¢ feita através da inoculagao
de 0,1ml de cada diluigdo no centro do meio Semi-Sélido especifico
para o diazotrofico desejado. Nao realizar a inoculag@o na superficie
do meio, pois a bactéria que precisa fixar N, € sensivel ao O,, confor-
me descrito anteriormente. Geralmente faz-se a inoculagao de trés fras-
cos para cada diluigdo, embora cinco frascos seja o mais indicado,
pois diminui-se o erro de amostragem ja que o método usado para
quantificar o Numero Mais Provavel (NMP) é baseado na presenga ou

auséncia da pelicula formada no meio Semi-Soélido, conforme apresen-
tado na Tabela de McCrady (Tabela 5).

4.2 - Placas

Em casos de cultura pura, pode-se determinar o nimero de
c€lulas presentes na amostra. Para isso, 1ml da cultura é homogeneizado
com 9ml de solugao salina ou outro veiculo (dgua estéril ou solugao de
sacarose a 4%) e em seguida é feita a dilui¢ao seriada até 10, confor-
me descrito anteriormente. Em alguns casos, pode-se usar 20 a 100ul
de solugao dispersante, como Tween 20 ou 80. Aliquotas de 0,1ml sao
espalhadas com uma alga de Drigalski na superficie da placa contendo
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A esterilizagdo do arroz consiste em imergir cerca de 10g de
sementes sem a casca em solugao de estreptomicina a 0,1%, contendo
duas gotas de detergente comercial e agitar a 100rpm por 20 minutos.
Em seguida, lavar duas vezes em agua destilada estéril e agitar nova-
mente em solugdo de HgCl, (0.1%) na proporg¢ao de 1:1000 por 20
minutos a 100rpm. Lavar as sementes oito vezes em dgua destilada
estéril, sob agitagdo, por dez minutos cada. Pré-germinar as sementes
em placas de meio Batata (item 7.5) com 1% de agar.

A esterilizagao de sementes de trigo consiste em imergir as se-
mentes em etanol (95%) por 30 segundos, sob agitagao (100rpm). Em
seguida, agitar as sementes em solugdao de hipoclorito acidificado
(item 7.10) por cinco minutos. Fazer quatro lavagens sucessivas de um
minuto cada, em agua estéril. Imergir as sementes por quatro horas em
agua estéril. Colocar novamente as sementes em solugao de hipoclorito
acidificado por cinco minutos e fazer trés lavagens sucessivas de um
minuto em dgua estéril. Deixar cinco minutos em peréxido de hidrogé-
nio (100 volumes) e novamente lavar quatro vezes em agua estéril por
um minuto cada, sob agitagdo. Imergir as sementes por quatro horas
em agua estéril e colocar para germinar em placas de agar/dgua ou
meio Batata, com 1% de agar.
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o meio desejado. No caso de meio especifico, este deve conter uma
fonte de N. Normalmente, adicionam-se 20mg de extrato de leve-
dura/l. Quando um meio rico € usado (Batata, Batata-P, etc), ndo € ne-
cessario adicionar fonte nitrogenada. A determinagdo do numero de
células é feita, multiplicando-se o numero de coldnias presentes na di-
luicdo (contar placas contendo entre 40 a 200 coldnias) pelo fator de
dilui¢do correspondente e pelo volume da amostra (no caso de 0,1ml,
corresponde ao fator 10). Exemplo: 60 colonias formadas na placa ino-
culada com 0,1ml da suspensdo da diluig¢do 10”7. O nimero de
células/ml sera igual a 60 x 10"x10=6,0x 10

Tabela 5. Tabela de McCrady para calculo do Numero Mais
Provavel (NMP) de bactérias diazotréficas em contagem
com trés e cinco frascos/diluicio.

A - 3 tubos/dilui¢do

Dilui¢do Numero Diluigdo Numero Diluigdo Niumero
com de com de com de
crescimento  diazotroficos crescimento  diazotroficos  crescimento diazotroficos
000 0.0 201 1.4 302 6,5
001 0,3 202 2,0 310 45
010 0,3 210 1,5 311 7.5
011 0,6 211 2,0 312 11,5
020 0,6 212 3,0 313 16,0
100 0.4 220 2,0 320 9.5
101 0,7 221 3,0 321 15,0
102 | 222 3.5 322 20,0
110 0,7 223 4.0 323 30,0
111 1,1 230 3.0 330 25,0
120 1,1 231 3.5 331 45,0
121 1.4 232 4.0 332 110,0
130 1.6 300 2.5 333 140.0
200 09 301 40
(Continua)
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Tabela 5. Continuagao

B - 5 tubos/diluigdo

Diluigao Numero Diluigdo Numero Diluigdo Numero Diluigio Numero
com de com de com de com de
crescimento  diazotroficos crescimento  diazotroficos crescimento  diazotréficos crescimento diazotroficos
000 0.0 203 1,2 400 1.3 513 8,5

001 0.2 210 0.7 401 1.7 520 5.0

002 0.4 211 0.9 402 20 521 7.0

010 0.2 212 1.2 403 25 522 9.5

011 04 220 0.9 410 1,7 523 12,0

012 0.6 221 1.2 411 20 524 15.0

020 04 222 1.4 412 25 525 17.5

021 0.6 230 1,2 420 20 530 8.0

030 0.6 231 1.4 421 25 531 11,0

100 0,2 240 1.4 422 30 532 14,0

101 04 300 0.8 430 2.5 533 17,5

102 0.6 301 1,1 431 3.0 534 . 20,0

103 038 302 1.4 432 40 535 250

110 04 310 1.1 410 35 540 13.0

11 0,6 311 1,4 44] 4.0 541 17,0

112 08 312 1,7 450 4.0 542 25.0

(Continua)
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Tabela 5. Continuacgdo

B - 5 tubos/diluigdo

Diluigdo Numero Diluigio Numero Diluig3o Niamero Diluigdo Namero
com de com de com de com de
crescimento diazotréficos crescimento  diazotr6ficos  crescimento diazotr6ficos crescimento diazotréficos
120 0,6 313 20 451 50 543 30,0

121 08 320 1.4 500 2,5 544 35,0

122 1,0 321 1,7 501 30 545 45,0

130 0,8 322 2,0 502 4,0 550 25,0

131 1,0 330 1,7 503 6.0 551 350

140 11 331 20 504 7.5 552 60.0

200 0,5 340 2,0 510 35 553 90,0

201 0,7 341 2.5 511 4.5 554 160,0

202 09 350 2,5 512 6,0 555 180,0
Exemplo para o cdlculo do NMP com trés frascos/diluigdo: Entrar na tabelacom onimero 321 correspondente as diluigdes posi-

tivas e verificar que o niumero de diazotréficos é igual a 15,0. Multipli-
car pelo valor correspondente a diluigdo 10° e pelo fator 10 (usamos
2. diluig3o 10°—dois frascos positivos (formagdo de pelicula); 0,Imlnainoculagio).

1. diluig3o 10" — trés frascos positivos (formagdo de pelicula);

3. dilui¢ao 10”7 —um frasco positivo (formago de pelicula).  Numero Mais Provavel (n® células/m1) =150 x 10’ x 10 =15 x 10’
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MANUTENCAO DAS CULTURAS

5.1- MEIO DE CULTURA INCLINADO

A maneira mais simples e barata para preservar essas bactérias
¢ no proprio meio de isolamento ou em meio Batata. Pode-se usar tubo
contendo meio Inclinado, para facilitar a inoculagao com a alg¢a, embo-
ra o tubo contendo meio sem ser Inclinado (plano) também possa ser
usado. Apds a inoculagdo da estirpe e crescimento por dois a trés dias,
pode-se vedar diretamente o frasco com uma tampa de borracha ou
adicionar 2 a 3ml de 6leo mineral estéril, glicerol ou glicerina liquida
na superficie e fechar com rolha de algodao ou de borracha. Devem ser
feitas varias repeti¢oes, ja que o frasco, ao ser aberto, provoca a morte
da bactéria. Isso € mais comum quando as culturas sao guardadas sem
nenhuma prote¢ao na superficie do meio e nao ha uma completa vedagao
da tampa do tubo. A. amazonense deve ser estocada em meio com
sacarose, porque a elevacao do pH acima de 6,5 provoca a morte da
bactéria em poucos dias. A. lipoferum é relativamente sensivel ao pH
alcalino. Da mesma forma, o A. diazotrophicus nao sobrevive por mui-
to tempo em meio Batata-P.

5.2- LIOFILIZADO

A liofilizagao desses microorganismos € feita a partir de cultu-
ras crescidas em meio Inclinado por 48 a 72 horas a 30 °C. Os meios
de cultura utilizados sao aqueles usados para o isolamento das espéci-
es, a menos que a fonte de C varie de acordo com a espécie a ser
liofilizada. A. brasilense € crescida em meio com dcido malico, A.
lipoferum e Herbaspirillum spp. em meio com glucose e A. amazonense
em meio com sacarose. Acetobacter diazotrophicus é crescida em meio
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F (item 7.12). Culturas crescidas em tubos inclinados sao ressuspendidas
em 3ml da solugao de liofilizagdo (item 7.13) e aliquotas de 0,2ml sao
distribuidas em ampolas de liofilizagao que sao desidratadas de acordo
com o procedimento recomendado para as espécies de Rhizobium
(Vincent, 1970).

5.3 - GLICEROL E NITROGENIO LIQUIDO

As espécies de Azospirillum, Herbaspirillume A. diazotrophicus
podem ser estocadas em glicerol 50%. Para tanto, as células sao cresci-
das no meio especifico de cada espécie, até alcangar o final da fase
logaritmica, misturadas na propor¢ao de 1:1 com glicerol estéril e
transferidas para tubos tipo Eppendorf. Em seguida, sdo colocadas no
freezer a -20 até -70 °C.

Essas bactérias podem também ser estocadas por muitos anos
em N liquido, porém nao € pratico, considerando-se o nliimero muito
alto de culturas que existe numa colegao.
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REQUISITOS PARA ISOLAMENTO
E IDENTIFICACAO DE NOVOS
MICROORGANISMOS DIAZOTROFICOS

Dada a grande diversidade da microflora dos solos tropicais,
ndo ha divida da existéncia de um alto nimero de bactérias diazotroficas
ainda desconhecidas. Freqiientemente, durante o processo de isolamento
de bactérias diazotréficas em meio Semi-Sélido, nos deparamos com
bactérias diferentes, que devido a alta freqiiéncia de ocorréncia, fazem-
nos crer que constituem uma nova espécie ou mesmo novo género.
Entretanto, nem sempre isto € verdadeiro e portanto deve-se tomar certos
cuidados antes que qualquer estudo taxondmico seja iniciado. Trans-
crevemos, em seguida, uma lista contendo algumas recomendagoes que
podem auxiliar na defini¢ao de nova bactéria fixadora de N, de acordo
com Dobereiner (1989):

1. O pesquisador deve ter bastante experiéncia com o maior nimero
possivel de diazotroficos, para iniciar a identificagdao de uma nova
bactéria fixadora de N;

2. Iniciar o trabalho com, no minimo, dez isolados obtidos de diferen-
tes origens e que sejam fenotipica e morfologicamente semelhantes
ao microscopio, mas distintos de outras espécies ja conhecidas;

3. Crescer as culturas dez vezes em meio rico, através de repicagens
sucessivas e reconfirmar a sua capacidade de fixar N, através da
inocula¢ao em meio Semi-Sélido;

4. Na avaliacao da diversidade fenotipica, diferentes meios de cultura,
contendo indicadores (ex. azul de bromotimol), devem ser usados
para mostrar os diversos habitos de crescimento;
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As culturas devem ser observadas diariamente ¢ 0 comportamento
de crescimento anotado;

Devem ser feitas laminas que, examinadas ao microscopio, déem
sempre uma idéia da morfologia e mobilidade da bactéria, nas dife-
rentes fases de crescimento;

. O meio de enriquecimento deve, sempre que possivel, ser livre de

N, e a suspeita de que € um novo diazotrofico deve ser aceita quan-
do a atividade de nitrogenase for superior a 50 nmoles/h/cultura;

O meio de enriquecimento e isolamento deve ser sempre adaptado
as condig¢oes de onde a bactéria foi isolada:

Os i1solados devem ser testados varias vezes em diferentes meios e,
uma vez confirmada a capacidade de fixar N, devem ser compara-
dos com estirpes-padrao de espécies similares;

Kits disponiveis no mercado, principalmente para Enterobacte-
riaceae, nem sempre indicam a espécie correta e devem ser sempre
acompanhados por testes, usando-se fontes de C adicionadas no
meio inicialmente desenvolvido;

Uma vez identificada como nova espécie, esta deve ser confirmada
através de analise taxonomica, baseada na homologia de DNA:DNA,
DNA:rRNA ou seqlienciamento da molécula 16S rRNA.
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MEIOS DE CULTURAS
E SOLUCOES UTILIZADAS

7.1 - MEIO DE CULTURA LG (Azotobacter spp. € Azomonas spp.)

O meio LG foi desenvolvido por Lipman (1904) e sua compo-
si¢ao (por litro) € a seguinte:

20,00g sacarose ou agucar cristal
0,05g K,HPO,
0,15¢ KH,PO,
0,02¢ CaCl,
0,20g MgSO,.7H,0
0,002g Na,Mo0,.2H,0
0,01g FeCl5.2H,0
S5ml azul de bromotimol (sol. 0,5% em etanol)
1,00g CaCO;,

Completar para 1000ml, com agua destilada. Ajustar o pH para

7,0 com NaOH e adicionar 15g de agar.

7.2 - MEIO DE SILICA-GEL (Beijerinckia spp.)

Este meio foi desenvolvido por Winogradsky (1932) e requer
certos cuidados na sua preparagao.

Solucoes: A: HCI diluido parad = 1.100
B: Na,0,.S10, (water glass) diluido para d = 1.1060
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Sais de Winogradsky:

50g  KH,PO,

25g  MgSO,.7H,0
2.5g NaCl

0.005g Na,Mo0,.2H,0
0,05¢  MnSO,.4H,0
0,052  Fey(S04),

Ajustar o pH da solugao para 6.5 ¢ completar o volume para
1000ml com dgua destilada.

Preparo das placas: misturar 500ml da Solu¢ao B com 500ml
da Solugdo A sob constante agitagao ¢ imediatamente distribuir nas
placas de Petri (30ml). Deixar de 24 a 48 horas em repouso para solidi-
ficar ¢ em seguida colocar em dgua corrente por trés dias, até que o
teste de AgNO; para determinar a presenga de clorina seja negativo
(nao haja formagdo de precipitado branco apés a adigao de uma gota
de solugdo a 1% de AgNO; na superficie da placa). Uma vez completa-
da essa etapa, as placas podem ser guardadas em vasilhames fechados
durante varios meses. Para o seu uso, as placas sao esterilizadas em
agua destilada fervente, para eliminar possiveis residuos de cloro. Es-
sas placas, livres de cloro, recebem, na sua superficie, 2ml da solugao
de Winogradsky, contendo glucose na concentragao de 10%, previa-
mente aquecida até a fervura. Em seguida, as placas sao colocadas para
secar em forno limpo a 80 °C.

7.3 - MEIO DE CULTURA LGD (Derxia spp.)

O meio LGD € o meio LG (Lipman, 1904) modificado por
Campélo & Dobereiner (1970) e sua composigao, por litro, € a seguin-
te:

20,00g glucose ou amido
0,05g¢ K,HPO,
0,15¢ KH,PO,
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0.0lg CaCl,

0.20g  MgSO,.7H,0

0,002g Na,Mo0,.2H,0

0.0lg  FeCly.2H,0

2ml azul de bromotimol (sol. 0,5% em etanol)
0,0lg  NaHCO,

Completar para 1000ml com dgua destilada. Ajustar o pH para
7,0 ¢ adicionar 15g de agar.

7.4 - MEIO DE CULTURA NFb (A. lipoferum, A. brasilense, A.

irakense ¢ A. halopraeferans)

Este meio foi inicialmente denominado Fb, referente as iniciais
do pesquisador Fabio Pedrosa, que o desenvolveu. Com a sua modifi-
cagdo. o mesmo passou a chamar-se NFb, onde a consoante N significa
Novo. A composi¢ao do meio ¢ a seguinte (por litro):

5,0g dcido malico

0,5¢ K,HPO,

0,2g MgSO,.7H,0O

0,1g NaCl

0,02g CaCl,.2H,0

2ml  solug¢ao micronutrientes®

2ml  azul de bromotimol (solugao 0,5% em 0,2N KOH)
4ml  FeEDTA (solugao 1,64%)

Iml  solugdo de vitaminas®

4,5g KOH

Ajustar o pH para 6,5 ou 6,8 com NaOH e completar o volume
para 1000ml com agua destilada. Colocar as substancias na ordem
indicada.

Para o meio Semi-Sélido, adicionam-se 1,75 a 1,8g de agar/l e
para o meio Sélido adicionam-se 15g de agar/I.
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A - solugao de micronutrientes:
0,04g CuSO,.5H,0
1.20g ZnSO,.7H,0
1.40g H;BO;
1,00g Na,Mo0O,.2H,0
1,175g MnSO,.H,0

Completar o volume para 1000ml com dgua destilada.

B - solucao de vitaminas:
10mg biotina
20mg piridoxol-HCl

Dissolver em banho-maria e completar o volume para 100ml
com dgua destilada. Manter a solugao em geladeira.

7.5 - MEIO DE CULTURA BATATA (Purificagao de Azospirillum
spp. € Herbaspirillum spp.)

200g  batata

2,5g¢  écido malico

2,52  agucar cristal

2ml solu¢ao de micronutrientes (ver meio NFb)
1ml solugao de vitaminas (ver meio NFb)

Modo de preparar: pesar 200g de batata inglesa, descascar, lavar e
ferver durante 30 minutos. Em seguida, filtrar em funil com algodao.
Misturar as quantidades de dcido malico e agticar cristal dissolvendo-
as em agua destilada, até 50ml e ajustando o pH para 6,5 a 7,0 com
KOH. Adicionar ao filtrado essa solugdo e as solugdes de

micronutrientes € vitaminas. Completar o volume para 1000ml, com
agua destilada.
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7.6 - MEIO DE CULTURA LGI (A. amazonense)

O meio LGI foi desenvolvido a partir do meio LG (Lipman,
1904). A consoante I refere-se ao nome do pesquisador J. Ivo Baldani,
que promoveu o ajuste do meio para o isolamento do A. amazonense.
A sua composigao ¢ a seguinte (por litro):

S5g sacarose ou agucar cristal

0,2g K,HPO,

0,6g KH,PO,

0,2g MgS0O,.2H,0

0,02g  Ca(Cl,.2H,0O

0,002g Na,Mo,.2H,0

Sml azul de bromotimol (solu¢ao 0,5% em 0,2N KOH)
4ml FeEDTA (solugao 1,64%)

Iml solucao de vitaminas (ver meio NFb)

Ajustar o pH para 6,0 a 6,2 com H,SO, e completar o volume
para 1000ml com dgua destilada. Para meio Semi-Sélido, adicionar
1,75g de agar/l e para o meio Sélido 15g de agar/I.

7.7 - MEIO DE CULTURA JNFb (Herbaspirillum spp)

O meio INFD foi desenvolvido a partir do meio NFb e a con-
soante J refere-se ao nome da pesquisadora Johanna Dobereiner. A
composi¢ao do meio (por litro) € a seguinte:

5,0g acido malico

0,6g K,HPO,

1,8g KH,PO,

0,2g MgSO,.7H,0

0,1g NaCl

0,02g CaCl,.2H,0

2ml solu¢do de micronutrientes (ver sol. meio NFb)
2ml azul de bromotimol (solu¢ao 0,5% em 0,2 N KOH)
4ml FeEDTA (solugao 1,64%)

Iml solugdo de vitaminas (ver meio NFb)

4,5g KOH



Ajustar o pH para 5.8 com KOH ¢ completar o volume para
1000ml, com dgua destilada. Adiconar 1.8 ¢ 17g de agar/l para meio
Semi-Solido e Sdlido, respectivamente.

7.8 - MEIO DE CULTURA LGI-P (A. diazotrophicus)

Este meio foi desenvolvido a partir do meio LGI (Baldani, 1984)
e a consoante P significa Pernambuco, local do isolamento da primei-
ra estirpe de Acerobacter diazotrophicus. Sua composigdo (por litro) ¢
a seguinte:

100g sacarose ou agucar cristal
0.2g K,HPO,
0.6g KH,PO;
0.2g  MgS0O,.2H,0
0,02g CaCl,.2H,0
0,002g Na,Mo,.2H,0
Sml azul de bromotimol (solugido 0,5% em 0.2N KOH)
0.0lg FeCly.6H,0

Ajustar o pH para 5.5 com dcido acético e completar o volume
para 1000ml com agua destilada. Adicionar 1,8 ou 17g de agar/l, para
meio Semi-Soélido e Solido, respectivamente.

7.9 - MEIO DE CULTURA BATATA-P (Purificagao de A.
diazotrophicus)

Este meio € preparado da mesma forma que o meio Batata des-
crito no item 7.5, onde o dcido madlico € substituido por 100g de agicar
cristal/l.

7.10 - SOLUCAO DE HIPOCLORITO ACIDIFICADO

Solucao A: NaOCl a 5% v/v
Solucao B: 160ml de KH,PO,, 40ml de HCI concentrado e
250ml de agua destilada estéril



Solucao C: Tiveen 80 a 1% viv
Misturar 20ml da Soluc¢ao A. 4ml da Solug¢ao B ¢ 2ml da Solu-
¢ao C. Completar o volume para 200ml com dgua destilada.

7.11 - SOLUCAO SALINA PARA DILUICAO

34g KH,PO,

0,22 MgS0,.7H,0

O0.1g NaCl

0.02g CaCl,.2H,0

2ml  solugdo de micronutrientes (ver meio NFb)
4ml  FeEDTA (solugao 1,64%)

4,5¢ KOH

Ajustar o pH para 7.0 com KOH e completar o volume para
1000ml com dgua destilada.

7.12 - MEIO F
10.0g  extrato de levedura
20,0g CaCoO,
50.0g  glucose

3,0ml de azul de bromotimol

Completar o volume para 1000ml com dgua destilada.

7.13 - SOLUCAO DE LIOFILIZACAO

10g sacarose
S5g peptona

Completar o volume para 100ml com dgua destilada.
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