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RESUMO

Estudo do Azospirillum brasilense, bactéria fixadora de nitrogénio em gramineas, com o objetivo de fornecer subsidios
para estudos genéticos sobre o A. brasilense através da determinagdo da curva de sobrevivéncia do microrganismo a luz ul-
travioleta. Estabeleceu-se o tempo de exposi¢do a radicdo de 1 minuto e obteve-se uma taxa de 5% de sobreviventes, re-
presentando uma dose recomenddvel para a indugcdo de mutagdes, desde que se expde suficientemente o DNA da bacté-
ria ao agente mutagénico, sem contudo reduzir drasticamente a popula¢do irradiada, o que tornaria muito baixa a frequen-

cia de mutantes apos o tratgmento.

1. INTRODUGAO

A vida na terra depende da energia
solar. Essa energia ¢ assimilada na pro-
dugdo de substincias orgdnicas que es-
tdo diretamente ligadas a existéncia de
organismos verdes que realizam a fotos-
sintese.

O crescimento desses organismos de-
depende do aproveitamento de didxido
de carbono na fotossintese, porém, ou-
tros elementos sio também essenciais
para esse desenvolvimento.

O elemento que é considerado fator
limitante do desenvolvimento dos or-
ganismos fotossintéticos € o nitrogé-
nio, que apesar de ser encontrado em
grande propor¢do na atmosfera, somen-
te alguns organismos sdo capazes de uti-
lizd-lo na forma livre.

Nas altimas décadas os fertilizantes
quimicos nitrogenados tém sido larga-
mente usados na agricultura, visando
o aumento da produ¢do. O emprego
desses fertilizantes em grande escala
¢ dispendioso para a economia de um
pais devido a vultosa quantidade de
energia utilizada na sua preparagdo.

Em vista disso, o interesse na fixa-
¢io de N; por microrganismos vem
aumentando por ser um processo
menos Oneroso e apresentar uma
grande vantagem sobre os fertilizan-
tes nitrogenados: ndo ¢ poluente.

0O isolamento e identificacio da
bactéria Spirillum lipoferum como
fixadora de Ny em graminea abru

enormes perspectivas na drea de fixa-
¢do de nitrogénio por microrganis-
mos (DOBEREINER &  DAY(7)).

KRIEG & TARRAND(9) mos-
traram que sob o nome de S lipo-
ferum existiam duas espécies distin-
tas: uma delas foi chamada Azospi-
rillum brasilense.

Viarias publicagdes tém relatado
a eficiéncia de fixagdo de Ny em al-
gumas espécies de gramineas inocula-

das com A. brasilense (SMITH et
alii(l1); BARBER et alii(3); AL
BRECHT et alii(1)).

Alguns estudos genéticos sobre a
fixagdo de nitrogénio foram feitos com
outras espécies de bactérias fixadoras:
a) mapeamento dos genes nif — genes
responsdveis pela codificagao da ni-
trogenase, enzima que cataliza a fixa-
¢d0 bioldgica de Ny — (DIXON & POST-
GATE(6); STREICHER et alii(12);
KENNEDY(S)); b) transferéncia desses
genes para bactérias nao fixadoras que
passavam a fixar N (CANNON et
alii(*); CANNON & “POSTGATE(%)).

Os trabalhos genéticos com A. bra-
silense iniciaram-s¢ ha pouco, envol-
vendo estudos plasmidiais e obtengdo
de linhagens com mutag®es para resis-
téncia a drogas, destinadas a serem
usadas como marcadores genéticos
facilitando mapeamentos {(LEMOS et
alii(10); ARANTES & AZEVEDO(2)).

O presente trabathc tem como ob-
jetivo obter a curva de sobrevivéncia do

A. brasilense a radiagdo ultravioleta para
ajustar a metodologia de aplicagdo desse
mutagénico na obten¢do de linhagens
melhoradas geneticamente.

2. MATERIAL E METODO

Culturas de A. brasilense foram pos-
tas a crescer em 40 ml de nutriente l{-
quido (NL) (DIFCO) durante 3 dias 4
379C.

A seguir cada cultura foi submetida
a 3194g pelo tempo de 20 minutos.

O sobrenadante de cada tubo foi des-
prezado e o precipitado foi ressuspenso
com 20 mi de solugdo salina.

Cada suspensdo foi transferida para
uma placa de Petri vazia e estéril e irra-
dida com luz ultravioleta durante o tem-
pode 1/4,1/2,1,2,3,4, 5,6 ou7 mi-
nutos.

Para cada tratamento foram feitas as
dilui¢Ges convenientes com dgua destila-
da e estéril, a seguir, semeados 0,1ml em
placas contendo nutriente agar. Para ca-
da tempo de irradiagdo foram feitas trés
repeti¢des. O material foi entdo incuba-
do a 37°C por 48 horas, ao final dos
quais procedeu-se a contagem das cold-
nias formadas.

3. RESULTADOS

Os resultados das porcentagens de so-
brevivéncia estdo sumarizados na Tabe-
la. A Figura mostra a curva de sobrevi-
véncia 3 luz ultravioleta.
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TABELA — Porcentagem relativa de bactérias sobreviventes ao tratamento

com luz U.V.

TEMPO  N.MEDIO DILUICAO  TITULO % RELATIVA
(MINUTOS) COL/PLACA BACT/ML  SOBREVI-
VENCIA
sem radiagdo 12,0 103 1,2x 107 100,00
1/4 8,0 10-5 8,0x 100 66,00
1/2 9,5 104 9,5x 102 7,90
1 57,6 10-3 57x 103 4,75
2 39,4 10-2 39x 104 0,32
3 18,2 1072 1,8x 104 0,15
4 8,5 10-2 8,5x 103 0,07
5 23,0 101 23x 103 0.02

Com os dados da Tabela e da Figura
fica evidente que se deve efetuar a ir-
radiacdo com luz ultravioleta durante
1 minuto para se obter cerca de 5%
de sobrevivéncia, porcentagem que €
ideal para a obtencdo de mutantes,

4. DISCUSSAO E CONCLUSOES

E evidente que para tornar mais
evidente o trabalho de melhoramen-
to genético do A. brasilense visan-
do a sua utilizagdo como fixador de
nitrogénio atmosférico, faz-se neces-
sdria a caracterizagdo de um grande
niamero de mutantes dessa bactéria.

Considerando que ARANTES & AZE-
VEDO(2) obtiveram mutantes resisten-
tes a antibidticos, com relativa facilida-
de, é de se esperar que a luz ultravio-
leta possibilite o surgimento de outros
tipos de mutantes em A. brasilense.

O conhecimento crescente do geno-

ma dessa espécie deverd acelerar a ob-
tengdo de melhor linhagem quanto a
capacidade de fixar nitrogénio. Essas
aquisicbes em perspectiva se revestem
de grande interesse econdmico desde
que a aplicagdo de enormes quantida-
des de fertilizantes quimicos no cultivo
de gramineas poderd ser substituida pela
disseminagao de linhagens melhoradas
desse microrganismo no solo.

Um dos requisitos bdsicos para que
seja viabilizada essa redu¢do de custos
na agricultura consiste no amplo conhe-
cimento da genética dessa espécie de
bactéria. Entendemos entdo que a cur-
va de sobrevivéncia que ora estabele-
cemos, juntamente com a dose ideal
de luz ultravioleta que determinamos,
sao subsidios de grande utilidade para
empreendimentos futuros de obten-
¢do de mutantes e consequente melho-
ramento genético das linhagens de A
brasilense fixadoras de nitrogénio.

ABSTRACT

Study of Azospirillum brasilense, ¢ bacterium that acts to fix nitrogen in gramineous plants, with the aim of aiding genetic
studies concerned with A. brasilense by tneans of determining the survival curve for the microorganism exposed to ultraviolet
light. A time span of one minute of exposure to radiation was established, and a 5% rate of survival was obtained, represent-
ing a recommendable dosage for the induction of mutations, provided that the DNA of the bacteria be sufficiently exposed
to the mutagenic agent without, however, drastically reducing the irradiated population, as a radical reduction would cause
the frequency of mutants after treatment to become very low.
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