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A eletroforese do RNA total extraido a partir das bactérias e
leveduras (dados nao apresentados) cultivadas independentemente
sO permitiu detectar o RNA total das bactérias. Este resultado é
provavelmente devido ao baixo numero de células das amostras
coletadas, ja que o crescimento deste microrganismo foi limitado
nas condi¢cbes de cultivo apresentada. Com base nestes resultados
a hipdtese de que a bactéria realmente iniciou a fixagdo de N podera
ser comprovada atraveés da hibridizacdo do RNA total com sonda do
gene nifA, que é o gene responsavel pela ativagdo da transcrigao
dos genes nif responsaveis pela expressao da FBN.

5. Addendum

Este documento é resultado das atividades realizadas pela ex-
bolsista do CNPq/PIBIC Fernanda Carvalho Viana — Laboratério de
Genética e Bioquimica da Embrapa Agrobiologia. Apoio Pronex Il.
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partir das 38 h de cultivo, enquanto que a bactéria aumenta seu
numero de células até as 30 h (figura 7A). Apdés 53 h de cultivo,
apos estagnacao do crescimento da bactéria, houve novo acumulo
de proteinas pelas células concomitante com aumento do n° de
células (figura 7A e B).

O restabelecimento do crescimento bacteriano pode ser
consequéncia do inicio da FBN, uma vez que a quantidade de N
fornecido inicialmente ao meio ja havia sido consumida e podendo
ter alcancado o nivel limitante para seu crescimento. Além disso, é
possivel que a bactéria a partir das 53 h de cultivo a bactéria tenha
se beneficiado dos restos celulares da levedura que estava presente
no meio, utilizando-os como fonte de carbono para sua
sobrevivéncia.
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Figura 7 - Crescimento em co-cultivo da estirpe PAL5 e da mutante gshA-2, dosagem de
proteinas totais, n° de células e consumo de oxigénio e aménio em fungéo do tempo.

4. Consideragoes finais

Por fim, pode-se concluir que a bactéria em co-cultivo com uma
levedura na presenga de amido foi capaz de sobreviver. Este fato
confirma a dependéncia da bactéria em relagdo a levedura para
crescer na presenca de amido como fonte de C, como sugerido por
COJHO et al. (1993). Porém em nenhum dos experimentos
realizados até o momento foi possivel confirmar a sugestdo destes
autores sobre a contribuicdo da FBN para a sobrevivéncia da
levedura.
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No experimento com 1 mM de (NH,),SO, observou-se que a
bactéria cresceu até aproximadamente 45 h, quando apresenta um
periodo de adaptagao devido a limitagdo de N. Posteriormente, um
novo periodo de crescimento foi observado, possivelmente
decorrente da inducéo de proteina adequadas a condicao de fixagao
de N. Ja em condigdes de N nao limitantes, na presenga de 10 mM
de (NH;).SO, a bactéria ndo sofreu limitagdo de N ao longo do
cultivo e consequentemente nao foi necessario iniciar a FBN (figura
6B). A curva de proteinas totais (figura 6B) apresentou a mesma
tendéncia da observada no experimento anterior, ou seja,
acompanhou o aumento do numero de células da bactéria até 58 h
de incubagado. As 67 h apds o inicio de incubagdo o numero de
células diminuiu e o conteudo protéico nao foi alterado
significativamente.
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Figura 6 - Crescimento, dosagem de aménio e acimulo de proteinas pela estirpe PAL5 em
cultivo independente com glicose (5 g L) e 10 mM de (NH4)2SOs.

3.6. Experimento em condi¢g6es controladas da estirpe PAL5 em
co-cultivo com a mutante gshA-2

Neste experimento foi utilizado amido (1%) como fonte de carbono,
pH ajustado para 6,0 e 1 mM de (NH,4),SO,. Através da figura 7
pode-se observar que a levedura mutante para seu crescimento a
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Na figura 5, também pode ser observado que o aumento do numero
de células foi acompanhado pelo de proteinas totais a partir das 48
h de incubagéo. E possivel que neste momento a bactéria tenha tido
necessidade de sintetizar novas proteinas para sua sobrevivéncia o
que refletiu no aumento da transcricao do RNA evidenciado pela
analise de RNA total. As 62 h de cultivo com o mesmo tratamento, o
crescimento ja estava limitado por varios fatores como fonte de C e
N disponivel. No entanto, neste momento a banda forte observada
no gel associada ao maior valor de proteinas totais, pode esta
relacionado ao maior numero de células contida na ultima amostra
coletada ou, entdo, a outro ciclo de sintese de proteinas que estaria
ocorrendo para garantir a sobrevivéncia do microrganismo nesta
condicdo de limitacdo extrema de C e N. Este fato sugere, que a
bactéria estaria iniciando a sintese de proteinas para a FBN, como
pode ser detectado pelo acumulo de proteinas apresentado nas
figuras 1, 2 e 5. Neste caso, a atividade da nitrogenase poderia ser
comprovada indiretamente através do método de redugdo de
acetileno (ARA), o qual nao foi avaliado nestes experimentos.

Quando o amido foi utilizado no meio como unica fonte de carbono,
verificamos somente bandas fracas de RNA total e baixa dosagem
de proteinas totais em todas as amostras coletadas ao longo do
cultivo (figuras 4 e 5) confirmando, portanto, o fato de que a bactéria
nao é capaz de utilizar o amido como fonte de carbono para o seu
crescimento na auséncia da levedura.

3.5. Experimento em condig6es controladas da estirpe PAL5 em
cultivo independente com 10 mM de (NH.),SO; e 5g L' de
glicose:

O pH inicial ajustado para 5,5 foi diminuindo no decorrer do
experimento, chegando a 2,4 (dados nao apresentados), o que é
caracteristico de G. diazotrophicus como descrito por
CAVALCANTE & DOBEREINER (1988).

Através da figura 6A podemos observar que a bactéria comeca a
crescer exponencialmente a partir das 24 h. O numero de células
aumenta até as 35 h de cultivo tendendo a estabilizar a partir deste
ponto.
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Apresentacao

A preocupagdo crescente da sociedade com a preservagcdo e a
conservagdo ambiental tem resultado na busca pelo setor produtivo de
tecnologias para a implantacdo de sistemas de produgédo agricola com
enfoques ecoldgicos, rentaveis e socialmente justos. O enfoque
agroecologico do empreendimento agricola se orienta para o uso
responsavel dos recursos naturais (solo, agua, fauna, flora, energia e
minerais).

Dentro desse cenario, a Embrapa Agrobiologia orienta sua programagéao de
P&D para o avango de conhecimento e desenvolvimento de solugdes
tecnoldgicas para uma agricultura sustentavel.

A agricultura sustentavel, produtiva e ambientalmente equilibrada apoia-se
em praticas conservacionistas de preparo do solo, rotagdes de culturas e
consorcios, no uso da adubagéo verde e de controle biolégico de pragas,
bem como no emprego eficiente dos recursos naturais. Infere-se dai que os
processos bioldgicos que ocorrem no sistema solo/planta, efetivados por
microrganismos e pequenos invertebrados, constituem a base sobre a qual
a agricultura agroecoldégica se sustenta.

O documento 193/2005 aborda a questédo do processo de fixagao biologica
de nitrogénio (FBN) envolvendo a bactéria Gluconacetobacter
diazotrophicus em co-cultivo com leveduras como modelo de simbiose
entre bactérias diazotroficas endofiticas e o eucarionte. Uma das questdes
ainda n&o elucidada no processo de FBN em plantas ndo leguminosas
refere-se a transferéncia do N fixado pelas bactéria para as plantas. Neste
estudo procurou-se avaliar como o N fixado pela bactéria € usado para o
crescimento das Leveduras na presenca das fontes de carbono amido e
glicose. Os estudos realizados n&do permitiram concluir sobre a
contribuicdo da FBN para a sobrevivéncia da levedura mas confirma a
dependéncia da bactéria em relacao a levedura para crescer na presenga
de amido como fonte de carbono.

O modelo usado gerou informagdes importantes para o entendimento da
interacdo planta/ bactéria e deve ser mais explorado visando detalhar
como a cana-de-agucar se beneficia do processo de fixagao bioldgica de
nitrogénio contribuindo assim para a sustentabilidade da cultura que
apresenta baixa resposta a adubagéao nitrogenada.

José Ivo Baldani
Chefe Geral da Embrapa Agrobiologia
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estabilizacdo do numero de células apds as 12 h de incubagdo. A
diminuigdo do numero de células registrada pode ter sido devido ao
comportamento desse grupo de microrganismos, no qual tem sido
observado que células de G. diazotrophicus apresentam uma
drastica diminuigado do volume celular em condi¢cdes adversas. Este
fato pode ter resultado em contagem subestimada do numero de
células. Estes resultados comprovam que a bactéria € incapaz de
sobreviver independentemente quando a fonte de carbono
disponivel é o amido.
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Figura 3 - Consumo de oxigénio dissolvido, pH (A) , nimero de células e dosagem de
amaénio (B) em fungéo do tempo do cultivo independente da estirpe PAL5 em condig¢bes
controladas em meio contendo amido (1%).

3.4. Avaliacao do RNA total e Proteinas extraidos nos
experimentos controlados da estirpe PAL5 com 1 mM de
(NH,).SO,

Durante estes experimentos, foram coletadas amostras para
extracgdo do RNA total. Através da eletroforese em gel de
formaldeido, a figura 4 mostra que a 36 h do inicio do experimento
utilizando glicose (5g L™"), o gel apresentou uma banda mais forte do
que as amostras anteriores e, neste momento, também podemos
observar um aumento na quantidade de proteinas totais do mesmo
tratamento (figura 5).
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Efeito de Fontes de Carbono no Co-
Cultivo de Gluconacetobacter
diazotrophicus Pal5 e Leveduras

Fernanda Carvalho Viana
Katia Regina dos Santos

1. Introdugao

A cana-de-agucar € uma das principais gramineas cultivadas no
Brasil de importadncia econbmica desde a colonizagao do Brasil.
Além de seu alto potencial energético, a cana-de-agucar é uma das
gramineas que mostram os maiores ganhos de nitrogénio (N)
obtidos através da Fixagdo Biologica de Nitrogénio (FBN)
(CAVALCANTE & DOBEREINER, 1988). Estes resultados levaram
muitos pesquisadores a estudarem a contribuicdo da FBN para a
manutencdo da produtividade de cana-de-agucar, uma vez que a
aplicacéo de adubos nitrogenados no Brasil € em geral muito baixa,
principalmente devido a falta de subsidios. Diversos microrganismos
fixadores de nitrogénio, ou diazotréficos, tém sido encontrados
associados a esta cultura, entre eles Gluconacetobacter
diazotrophicus (CAVALCANTE & DOBEREINER, 1988; YAMADA et
al., 1997). Em geral, estes microrganismos contribuem com
quantidades expressivas de N derivado da fixacdo de nitrogénio
para a planta e podem atuar como agentes promotores de
crescimento vegetal através de sua interagdo com a planta
(KENNEDY et al., 2004). Em algumas cultivares da cana-de-agucar
a contribuicdo da FBN pode chegar a mais de 60% do N acumulado
na biomassa vegetal (URQUIAGA et al.,, 1992). A bactéria G.
diazotrophicus, originalmente isolada das raizes de cana-de-agucar,
€ uma bactéria capaz de tolerar elevada concentragao de acucar e,
também, de fixar N em baixo pH (CAVALCANTE & DOBEREINER,
1988).

Em 1993, COJHO et al., estudaram um sistema de co-cultivo de G.
diazotrophicus com uma levedura Lipomyces spencermartinsiae (nv.
classificacdo de L. kononenkoae). Neste estudo, os autores
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sugerem que cerca de 50% do N fixado pela bactéria foi transferido
para a levedura desde o inicio do cultivo. Além disso os autores
postularam que a levedura garantia o suprimento de fonte de
carbono (C), derivado do metabolismo do amido, para a bactéria.
Apesar destes resultados, um estudo realizado com Saccharomyces
cerevisiae mostrou que esta levedura consegue triplicar seu
crescimento em condi¢gdes limitantes de N, enquanto que uma
mutante (gshA-2), responde de forma negativa a falta de N, nao
sendo capaz de manter taxa equivalente de crescimento nas
mesmas condicdes testadas da estirpe selvagem (MEHDI &
PENNINCKX, 1997).

Visando comprovar o beneficio entre G. diazotrophicus e leveduras,
como um modelo de simbiose entre bactérias diazotrofica e
eucarionte, neste trabalho foram analisadas células cultivadas
independentemente e derivadas do co-cultivo dos microrganismos
como modelo de interagdo bactéria-planta. O objetivo deste estudo
foi avaliar quantitativamente a presengca de N em meio de cultivo
liquido com diferentes fontes de C como o amido e a glicose e
verificar se o0 processo de FBN da G. diazotrophicus associada a
outro organismo (leveduras) pode ser considerado como modelo
para interagao bactéria-planta.

2. Material e Métodos

2.1. Microrganismos e meios de cultivos utilizados

Os microrganismos utilizados foram a estirpe PAL5 de G.
diazotrophicus, a mutante gshA-2 da levedura (MEHDI &
PENNINCKX, 1997) Saccharomyces cerevisiae e a levedura
Lipomyces spencermartinsiae cepa CBS5608 (COJHO et al., 1993).
A cepa CBS5608 de L. spencermartinsiae, foi utilizada nos
experimentos anteriormente por ser capaz de crescer na presenga
de amido sem provocar a inibigdo do crescimento de G.
diazotrophicus. No entanto, os autores nao consideraram a
capacidade deste organismo em sobreviver em condi¢des limitantes
de N, como observado em S. cerevisiae através do metabolismo da
glutationa. A mutante gshA-2 de S. cerevisiae, foi escolhida por
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48 h houve estabilizagdo do numero de células seguido por um
periodo de aumento, apesar do N ter praticamente se esgotado.
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Figura 2 — Consumo de oxigénio dissolvido, pH (A) , nimero de células e dosagem de
aménio (B) em fungéo do tempo do cultivo independente da estirpe PAL5 em condigbes
controladas em meio contendo glicose (5g L)

3.3. Experimento em condigoes controladas da estirpe PAL5 em
presenca de amido (1%) e 1 mM de (NH,;).SO,:

Nesta etapa foi utilizado o amido (1%), 1 mM de (NH4),SO, e o pH
ajustado para 5,5. A figura 3 mostra, ao contrario do observado em
presenca de glicose como fonte de C, que quando o amido estava
presente no meio houve aumento do pH, consumo de oxigénio e de
N apenas nas primeiras 12 h de cultivo, sugerindo que o
crescimento da bactéria foi limitado quando o amido foi fornecido
como fonte de C.

As curvas de crescimento e dosagem de amdnio, mostram um pico
de ambas as 12 h de incubagéo. Neste periodo deve ter ocorrido a
utilizacdo de fonte de C reserva da bactéria, que pode ter sido
armazenado durante o cultivo do pré-inéculo em condicbes de C e N
em excesso, fazendo com que houvesse aumento do numero de
células e consumo inicial de N até 12 h.

Provavelmente ao término do estoque da fonte de C que a bactéria
tinha disponivel, pode-se observar uma tendéncia a estabilizagdo de
pH, consumo de oxigénio e N fornecido concomitante com a
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para a célula, e este fato pode explicar a alteragdo no acumulo de
proteinas. As 120 h de cultivo pode-se observar que apés um
periodo de adaptacao, a bactéria foi capaz superar a limitacdo de N
através da FBN e houve uma tendéncia de acumulo de proteinas
pelas células (figura 1B). A falta de correlacdo entre as curvas de
proteina e numero de células da estirpe PAL5 em co-cultivo com a
gshA-2 e da gshA-2 em co-cultivo e cultivo independente pode estar
relacionada com o método aplicado, pois nestes casos nao foi
possivel detectar proteinas nas diferentes fragcdes dos filtrados
correspondentes a estes organismos apos 24 horas de cultivo.

3.2. Experimento em condig6es controladas da estirpe PAL5 em
presenca de glicose 5 g L" e 1 mM de (NH,).SO,

Quando a glicose foi utilizada como fonte de carbono durante cultivo
idependente da estirpe PAL5 houve queda do pH inicial de 5,5 para
3,5 apos 12 h de incubacdo, e também foi observado rapido
consumo de oxigénio (Figura 2). Estes resultados estédo
relacionados com o crescimento da bactéria durante o experimento
como previamente observado por STEPHAN et al. (1991). A rapida
queda no pH logo apds a estirpe PALS ser inoculada pbde ser
acompanhado no decorrer do tempo, tendo sido mais pronunciado
até as 36 h. Apos este periodo o decréscimo observado continuou
mais lentamente até o final do experimento. Esta acidificagdo do
meio ja havia sido observado por alguns autores quando a glicose
esta presente no meio como fonte de C e andlise do sobrenadante
em HPLC indicou o acumulo de compostos acidos derivado da
oxidacao da glicose em acidos do tipo 2 ceto-glucénico e 2,5 ceto-
glucodnico (STEPHAN et al., 1991).

A dosagem de ambdnio revela o consumo do N fornecido
(inicialmente 1 mM de (NH,).SO, em presencga de glicose. Apds 25
h de experimento o N que estava presente no meio de cultivo foi
quase que totalmente consumido pela bactéria porém a partir das 48
h pode ser observado uma tendéncia de acumulo de N no meio
novamente.

O aumento do numero de células a partir das 23 h e o consumo de
N ocorreram concomitantemente até as 36 h de cultivo. Porém as
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depender de N combinado para seu crescimento (MEHDI &
PENNINCKX, 1997).

Foi utilizado como pré-inéculo meio DYGS (RODRIGUES NETO et
al., 1986) em tubos de ensaio contendo 5 mL deste meio, no qual os
microrganismos foram crescidos independentemente por uma noite.
Para preparo do indculo foi retirado 1mL do pré-inéculo e adicionado
a 100 mL de meio LGI em frascos com capacidade de 250 mL. O
meio LGI continha por litro 0,6 g de KH,POy; 0,2 g de K;HPO,; 0,2 g
de MgS0Q,.7H,0; 0,02 g de CaCl,.2H,0; 0,002 g de NaM00,.2H,0;
0,01 g de FeCl3.6H,0; 5 g de glicose e sem indicador de pH. A fonte
de N utilizada foi 10 mM de (NH4).SO,4. O meio para o experimento
em fermentador, com capacidade para 3,0 L foi o mesmo meio
usado para o in6culo, porém variou-se a fonte de C entre o amido
(1%) e a glicose (5 g L") e a concentragéo de (NH4),SO4 (1 mM ou
10 mM) de acordo com os experimentos.

2.2. Experimento em condigcoes nao controladas de pH e
oxigénio dissolvido

Experimentos teste para estabelecimento do tempo de geragéo
(curva de crescimento) foram realizados em frascos de 250 mL
contendo 100 mL de meio de cultura no qual aproximadamente 10°
células de cada microrganismo foram crescidas com 5 mM de
glutamato de sodio e 1% de amido (como fonte de C). O pH e
oxigénio ndo foram controlados, porém a temperatura foi mantida a
30°C e agitagao de 150 rpm.

2.3. Experimento em fermentador sob condi¢6es controladas

Os experimentos em condigdes controladas foram realizados em
fermentador. A temperatura foi mantida com o auxilio de um banho-
maria a 30°C, agitacdo de 400 rpm e o gas ou mistura de gases
foram mantidos a um fluxo constante 0,3L/min. Para cada um dos
experimentos realizados diferentes porcentagens de saturacdo de
oxigénio dissolvido foram utilizadas (100%, 50% e 10%). As células,
cerca de 10°, foram crescidas em presenca de 1 mM ou 10 mM de
(NH,4),SO, como fonte de N e amido 1% ou glicose 5g L como
fontes de carbono.
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2.4. Analise das amostras

Durante o desenvolvimento dos experimentos, amostras foram
coletadas para dosagem de proteinas totais (LOWRY et al., 1951),
contagem do numero de células em camara de Newbauer, leitura da
densidade 6ptica a 560nm, extracao do RNA total e eletroforese em
gel de formaldeido (FARRELL JR., 1993) e dosagem de amonio
(GIUSTI, 1970) presente em amostras do sobrenadante. No caso
das leveduras foi necessario um processo mais drastico para a
liberagdo de proteinas, sendo utilizada uma lise a quente seguida
pelo rompimento fisico das células (VIANA et al.,, 2000). Para
analise de proteinas derivadas do co-cultivo dos microrganismos, foi
feita a separacdo dos organismos através do uso de filtro de
nitrocelulose, para separar as células bacterianas das de levedura.
Em seguida, as células de leveduras retidas na superficie do filtro
foram liberadas através de lavagem com agua destilada.

3. Resultados e Discussao

Visando estabelecer o ciclo do N entre a bactéria diazotroéfica e
microrganismos eucaridticos foram realizados estudos para
caracterizar as interacdes entre G. diazotrophicus e duas cepas de
leveduras, uma selvageme outra mutante, em co-cultivo.

A cepa CBS5608 de L. spencermartinsiae, foi utilizada nos
experimentos de COJHO et al. (1993) por ser capaz de crescer na
presenca de amido sem provocar a inibicdo do crescimento de G.
diazotrophicus, porém acredita-se que este organismo é capaz de
sobreviver em condi¢gdes limitantes de N, podendo triplicar sua
biomassa através do metabolismo da glutationa, como observado
em S. cerevisiae. Por esta razao, foi incluido neste trabalho o
mutante gshA-2 de S. cerevisiae, como controle pois esta cepa
depende de N combinado para seu crescimento (MEHDI &
PENNINCKX, 1997).

3.1. Experimento em condi¢des nao controladas

Os resultados do experimento teste (apresentados na Xl Jornada de
Iniciacdo Cientifica - UFRRJ, 2001) estao apresentados na figura 1.
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Pode ser observado que quando a estirpe PALS5 e a levedura
mutante gshA-2 foram cultivadas independentemente em presenca
de amido nao foi verificado aumento do numero de células ou de
proteinas totais, indicando que ambas estavam limitadas em
nutrientes essenciais (C e N) para seu crescimento. Comportamento
semelhante foi observado durante o co-cultivo de ambos
microrganismos (PAL5 com gshA-2) nas mesmas condicdes.

Por outro lado, quando a levedura CBS5608 foi -cultivada
independentemente observou-se que apesar da limitagdo de N no
meio de cultura ela apresentou um aumento do numero de células e
proteinas totais até o final do experimento (figura 1).

A) B)
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o 8 8 8
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Figura 1 - Numero de células (A) e proteinas totais (B) quantificadas durante cultivo
independente e co-cultivo de G. diazotrophicus e Leveduras em meio LGl com 1% de amido
e 5 mM de glutamato de sédio.

Durante o co-cultivo com a levedura CBS5608, a bactéria PAL5 foi
capaz de acumular proteinas e aumentar seu numero de células. No
entanto, a diminuicao no conteudo de proteinas do filtrado de PAL5S
apos 72h pode ser explicado por um estagio de transigcdo em que o
N disponivel foi completamente limitado. Nestas condigbes, a
bactéria tem que sintetizar proteinas especificas que permitam a
expressao da FBN, processo que requer um alto gasto energético
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